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Uber die Komponenten der Dehydrasesysteme. XV. 
































0 Zur Kenntnis der Dehydrierung von «-Glycerin-phosphorsaure 
\5 im Tierkorper. 

9 Von 

J H. vy. Euler, E. Adler und G. Giinther. 


{ Mit 3 Figuren im Text. 


(Aus dem Biochemischen Institut der Universitit Stockholm.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 3. Juli 1937.) 


a-Glycerin-phosphorsiiure wurde von Embden, Deuticke 
' Bf und Kraft?) als Zwischenprodukt des zu Milchsiure fihrenden 
Kohlenhydratabbaues in tierischen Geweben angenommen; sie 
nahm im Embdenschen Schema die Stellung des Wasserstoff- 
donators fiir die Reduktion der ebenfalls intermediir auftretenden 
Brenztraubensiiure zu Milchsiure ein. Meyerhof und Kiefling”) 
haben (—)a-Glycerin-phosphorsiure beim Hexoseabbau in sulfit- 
haltigem Muskelextrakt isolieren und die von Kmbden postulierte 
Oxydoreduktion mit Brenztraubensiiure nachweisen kinnen. In 
spiteren Untersuchungen gelangten jedoch Meyerhof und KieB- 
ling’) zu der Auffassung, daf die Reaktion zu langsam verlaufe, 
um als Teilreaktion fiir den Hauptweg der Milchsiurebildung in 
Frage zu kommen, und da Triosephosphorsiure als Wasserstoff- 
donator an die Stelle der Glycerin-phosphorsiure zu setzen sei. | 
Die erste Phase der von Embden angenommenen Oxydo- 
reduktion, nimlich die Dehydrierung der Glycerin-phosphorsiure, 
beansprucht dennoch weitgehendes Interesse. Glycerin-phosphor- 
siure kann immer dann beim Kohlenhydratabbau auftreten, wenn dem 
primiir durch Zerfall des Hexosephosphats entstehenden Triose- 
phosphat nicht Gelegenheit geboten ist, dismutativ mit einem 
Acceptor wie Brenztraubensiure zu reagieren; dann findet nimlich 
die Dismutation zwischen zwei Triose-phosphatmolekiilen statt 
unter Bildung von Phosphoglycerinsiiure und Glycerin-phosphor- 


) Klin. Wehschr. 1933, 213. *) Biochem. Z. 264, 40 (1933). 
8) Biochem. Z. 283, 83 (1935). 
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2 H. v. Euler, E. Adler und G. Giinther, 


siure. Diese ,homogene“ Dismutation spielt sich in Muskel- 
extrakten bei der Einleitungsreaktion zur Glykolyse ab; wie weit 
sie auch in der lebenden Zelle eine Rolle spielt, l4Bt sich aller. 
dings nicht sagen. 


Das Vorkommen einer Glycerophosphat-dehydrase von hoher 
Wirksamkeit im Muskel und in anderen Zellarten l4Bt das inter- 
mediire Auftreten von Glycerin-phosphorsiure jedenfalls wit 
Sicherheit vermuten. Dabei ist zu bedenken, daB die Aufgabe 
der Dehydrase nicht nur in der Dehydrierung der Glycerin- 
phosphorsaure, sondern vor allem auch in der Aktivierung des 
umgekehrten Vorganges, nimlich der Hydrierung von Glycerin- 
aldehyd-phosphorsiure zu Glycerin-phosphorsiure, zu suchen 
sein wird. Diese letztere Reaktion geht als Teilvorgang in die 
Dismutation zwischen zwei Triosephosphat-Molekiilen ein. 


Die Oxydoreduktion zwischen Glycerin-phosphorsiure und 
Brenztraubensiure hat uns‘) als Modell fiir den eigentlichen 
Oxydoreduktions-Vorgang der Glykolyse gedient. Wir konnten 
feststellen, daB die Dehydrierung der Glycerinphosphorsdure im 
Muskelextrakt durch eine Cozymase-spezifische Apodehydrase zu- 
stande kommt: 


(1) Glycerin-phosphorsiiure + D@P".Co ——* Glycerinaldehyd-phosphorsiure | 


+ D°P4_CoH, 

Die bei dieser Reaktion gebildete Dihydro-Cozymase (CoH,) 
kann nun durch Brenztraubensiiure reoxydiert werden, wenn die 
Knzymlésung Lactico-apodehydrase enthilt, was bei Muskelextrakten 
stets der Fall ist: 


(2) D”.CoH, + Brenztraubensiure =<—™ D'-Co + Milchsiure 


Die Oxydoreduktion kommt also dadurch zustande, dab 
Cozymase bzw. Dihydro-Cozymase zwischen den beiden Apodeby- 
drasen D°Ph und D" pendeln, mit denen sie in Dissoziations- 
gleichgewichten stehen. Der Beweis fiir den angegebenen Reaktions- 
verlauf wurde durch spektrometrische Messung der Bildung 
von CoH, in Reaktion (1) und ihres Verschwindens in Reaktion (2) 
erbracht. 

Bisher war es nicht méglich, die analoge Oxydoreduktion 
zwischen Triosephosphat und Brenztraubensiure ebenfalls direkt 
spektrometrisch zu verfolgen. ‘Triosephosphat oder Hexose- 
diphosphat plus Cozymase geben niimlich in Gegenwart von 


*) Euler, Adler, Giinther u. Hellstrém, Diese Z. 245, 217 (1937). 
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Uber die Komponenten der Dehydrasesysteme. XV. 8 


Muskelextrakt keine meBbare CoH,-Bildung. Wir erklirten dies 
damit, daB infolge der Gegenwart von Glycerophosphat-Apodehy- 
drase jede kleinste Menge der bei der Triosephosphatdehydrierung 


(3) Triosephosphorsiure + D'-Co <—™ Phosphoglycerinsiure + D?-CoH, 


gebildeten CoH,, gebunden in der Glycerophosphat-dehydrase, mit 
einem zweiten Molekiil Triosephosphat in Reaktion tritt, indem 
das letztere zu Glycerin-phosphorsiiure reduziert wird. Diese 
Reaktion wird durch Gleichung (1), in der Richtung von rechts 
nach links, wiedergegeben. 

Da wir jedoch durch Messung der Milchsiurebildung zeigen 
konnten, daB zur Oxydoreduktion zwischen Hexosediphosphat und 
Brenztraubensiure im (fluoridhaltigen) Muskelextrakt Cozymase 
notwendig ist, so zogen wir den SchluB, daB letztere als Coredoxase 
fiir die Glykolyse unentbehrlich sei. 

In ihrer ausfithrlichen Publikation ,,Uber die Rolle der Cozymase bei 
der Milchsiurebildung im Muskelextrakt“*) behaupten O. Meyerhof und 
P.Ohlmeyer, daB ihre friiher kurz mitgeteilten Versuche®) tiber die Un- 
ersetzbarkeit der Cozymase in dem System Hexosediphosphat + Brenz- 
traubensiiure von uns ,,seither... wiederholt worden“ seien. Eine solche 
Formulierung muB den Anschein erwecken, als seien unsere Versuche erst 
nach Bekanntwerden der Meyerhof-Ohlmeyerschen ausgefiihrt worden. 
Es sei deshalb ausdriicklich betont, daB wir zu unseren Befunden véollig 
unabhingig von Meyerhof gekommen sind: Bereits in einer am 14. 10. 1936 
bei der Schwedischen Akademie der Wissenschaften eingegangenen Ab- 
handlung’) haben wir mitgeteilt, daB wir Versuche ausgefihrt hatten, die 
eine Beteiligung der Cozymase an der Glykolyse sehr wahrscheinlich 
machen. Eine kurze Mitteilung iiber die beweisenden Versuche *) (,,Cozymase 
als Wasserstoffiibertriiger bei der Muskelglykolyse“) wurde am 11. 11. 1936 
der Schwedischen Akademie vorgelegt. Am 13.11.1936 erst erschien die 
erste kurze Mitteilung von Meyerhof und Ohlmeyer’). — Unsere aus- 
fiihrliche Publikation‘) ist am 5. 12.1936 bei der Schriftleitung dieser Zeit- 
schrift, und die von O. Meyerhof und Ohlmeyer’) am 4. 3. 1937 bei der 
Redaktion der Biochem. Z. eingegangen. 


Neuerdings®) gelang es uns auch, dialysierte Muskelektrakte 
zu erhalten, an denen die Aktivierung der Gesamtglykolyse durch 


5) Meyerhof und Ohlmeyer, Biochem. Z. 290, 334, und zwar S. 341 
und 342 (1937). 

6) Dieselben, Naturw. 24, 741 (1936). 

) Euler, Adler, Giinther, Heiwinkel u. Vestin, Sv. Vet. Akad. 
Arkiy f. Kemi 12B, Nr. 24, und zwar §. 2 (1936); vgl. auch Adler, Euler 
u. Hellstrém, Nature 138, 968 (1936). 

8) Euler, Adler u. Giinther, Sy. Vet. Akad. Arkiv f. Kemi 12 B, 
Nr. 31 (1936). 

*) Euler, Adler, Giinther u. Vestin, Diese Z, 247, 127 (1937). 
tN 
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4 H. v. Euler, E. Adjler und G. Giinther, 


jedes der beiden Glykolyse-Co-Enzyme (Adenylsiure und Cozymase) 
gesondert nachgewiesen werden konnte. Die friiheren Argumente 
fir die Notwendigkeit der Cozymase hatten sich lediglich auf Ver- 
suche in oxydoreduktiven Teilsystemen gestiitzt. 

Neben der von uns schon friiher?°) erwihnten und vor kurzem ‘) 
etwas niiher charakterisierten Glycerophosphat - apodehydrase, 
welche Cozymase als prosthetische Gruppe trigt, wurde von 
D. E. Green!) eine ebenfalls in tierischen Geweben vorkommende 
Glycerophosphat-dehydrase beschrieben, welche durch Cozymase 
nicht aktiviert wird. Wir kénnen die bemerkenswerte Tatsache, 
daB die Zelle iiber zwei verschiedene Enzyme fir die Katalyse 
des gleichen Vorganges verfiigt, durch unsere Versuche bestiitigen. 
Allerdings finden wir, soweit die Aktivititsbestimmung im Methylen- 
blauversuch ein Urteil zulaBt, in allen untersuchten Geweben ein 
starkes Uberwiegen der Cozymase-bedingten Dehydrase gegeniiber 
der Greenschen Dehydrase. Der Nachweis beider Enzyme neben- 
einander gelang durch Versuche mit Cozymase-freien Enzympriipa- 
raten. Die beiden Dehydrasen unterscheiden sich fernerhin dadurch, 
daB die Cozymase-bedingte in Gegenwart von Lactico- bzw. Malico- 
apodehydrase eine Oxydoreduktion der Glycerinphosphorsiure mit 
Brenztraubensaiure bzw. Oxalessigsiiure verursacht (im Sinne von 
Gleichung 1 und 2), die Greensche Dehydrase dagegen nicht. 
Dieser Unterschied laBt sich im Methylenblau-Versuch deutlich 
machen: Die durch die Cozymase-bedingte Dehydrase hervor- 
gerufene Mb-Entfarbung wird durch Brenztraubensiure oder Oxal- 
essigsiure gehemmt, weil die gebildete CoH, durch das System 
Brenztraubensiure-Lactico-dehydrase bzw. Oxalessigsiure-Malico- 
dehydrase abgefangen wird; die durch die Greensche Dehydrase 
verursachte Mb-Entfarbung wird jedoch durch Brenztraubensiiure 
und Oxalessigsiiure nicht gehemmt. 

Die Cozymase-bedingte Glycerophosphat-dehydrase wird in 
der vorliegenden Arbeit weiter charakterisiert. Der Nachweis, 
daB sie nicht mit Codehydrase II fungiert, sondern auf Codehy- 
drase I (Cozymase) spezifisch eingestellt ist, wird erneut bestiitigt, 
und ihr Vorkommen in einer Reihe von Organen festgestellt. 
Ferner wird die Kinetik der primiren Dehydrasereaktion [Glei- 
chung (1)] naher verfolgt. Die Lage des Gleichgewichts und seine 
Abhingigkeit vom p,, zeigen, daB die Reaktion in der Richtung 

%) Euler u. Adler, Sv. Vet. Akad. Arkiv f. Kemi 12 B, Nr. 16 (1936). 

11) Biochemic. J. 30, 629 (1936). 
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Uber die Komponenten der Dehydrasesysteme. XV. 5 


yon rechts nach links, also in der Richtung der T'riosephosphat- 
Hydrierung, begiinstigt ist, analog wie bei den Systemen der 
Alkohol-1), der Milchsiure-*) und Apfelsiure-dehydrase!*), Ein 
gradueller Unterschied zwischen dem System der Glycerophosphat- 
jehydrase und der Gruppe der letztgenannten Dehydrasen be- 
steht jedoch insofern, als die Gleichgewichtskonstante der ersteren 
Reaktion betrachtlich niedriger liegt als die der iibrigen Reak- 
tionen. Die Glycerophosphat-dehydrase ist demnach im Ver- 
gleich zu Lactico- und Malico-dehydrase eine ,,bessere“ Dehydrase 
im eigentlichen Sinn des Wortes, wenngleich, absolut gesehen, 
die Reduktase-Wirkung noch vorherrscht. 

Zur Systematik der Codehydrase-bedingten Dehydrasen. Unter 
Bezugnahme auf die Gleichgewichtslage bei den verschiedenen 
Systemen kommt man zu einer Systematik der Codehydrase-be- 
dingten Dehydrasesysteme, in der die bevorzugte biologische 
Funktion der betreffenden Dehydrase zum Ausdruck kommt. 

Betrachtet man die Primirreaktion 


(4) SH, + D-Co . ~——™ S + D-CoH,, 


wobei SH, das Substrat bedeutet, nach welchem die Apodehydrase 
gewohnlich bezeichnet wird, so kann man je nach der Lage des 
Gleichgewichts die Dehydrasen etwa in drei Gruppen aufteilen: 


Gruppe I. Gleichgewicht nach links verschoben: 
Alkohol-dehydrase(Hefe, Erbsen"), wahrscheinlich auch Leber) 
Lactico-dehydrase (tierische Gewebe) 

Malico-dehydrase (tierische Gewebe). 
Alle drei Apodehydrasen sind Codehydrase I-spezifisch. 

(sxruppe II. Gleichgewicht weniger nach links verschoben als bei Gruppe I: 
Glycerophosphat-dehydrase (tier.Gewebe), Codehydrase I-spez. 

Gruppe III. Gleichgewicht nach rechts verschoben: 
Triosephosphat-dehydrase (?) : 
Formico-dehydrase '*) (Erbsen) | Codehy drase I-spesifiseh. 
Hexosemonophosphat - dehydrase "*) (Hefe) ead 
und wahrscheinlich auch Codehydrase II- 
Glutaminsiure -dehydrase ') (Hefe) 
Glucose-dehydrase (Leber)?**); mit Codehydr. I u. II wirksam. 


Die Enzyme der Gruppe I wiren ihrer bevorzugten Funktion 
nach auch als Acetaldehyd- bzw. Brenztraubensiure- oder Oxal- 
essigsiure-Reduktasen zu bezeichnen. 


”) Euler, Adler u. Hellstrém, Diese Z. 241, 239 (1936). 

) Euler, Adler u. Giinther, Diese Z. 247, 65 (1937). 

*) Adler u. Sreenivasaya, Diese Z. im Druck. 

*) Warburg, Christian u. Griese, Biochem. Z. 282, 157 (1935). 
*) Euler, Adler u. Steenhoff Eriksen, Diese Z., im Druck. 
a) T. Quibell, Veréffentlichung erfolgt demniichst. 
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Bei Oxydoreduktionsvorgingen, die durch zwei verschiedene 
Apodehydrasen katalysiert werden, wird, wie in dem typischen 
Falle der Oxydoreduktion zwischen ‘Triosephosphorsiure und 
Brenztraubensiure bzw. Acetaldehyd, das System der Donator- 
dehydrierung als Wasserstoff-lieferndes oder kurz als ,, Donator- 
system“ und das System der Acceptorhydrierung als Wasserstofl- 
aufnehmendes oder ,,Acceptorsystem“*) zu bezeichnen sein, 
Die der Gruppe I angehérenden Systeme sind typische Acceptor- 
systeme, die der Gruppe III angehérenden typische Donator- 
systeme. Die Glycerophosphat-dehydrase nimmt eine Mittel- 
stellung ein. 

Versuche. 

1. Darstellung der Enzympraparate. Das Gewebe wurde in der 
Latapiemiihle zerkleinert, der Brei mit der doppelten Gewichtsmenge 0,1 m 
sek. Natriumphosphat und Seesand griindlich verrieben und auf einem 
Biichnertrichter durch doppeltgelegte Verbandgaze gesaugt. Das Filtrat, 
welches aus einer feinen Suspension von Zelltriimmern besteht, wird durch 
Zusatz von 0,)m prim. Kaliumphosphat auf py =5,5—6 gebracht und 
scharf zentrifugiert. Die iiberstehende Lésung, welche den gréBten Teil 
der léslichen Eigensubstrate des Extraktes enthilt, wird verworfen und das 
Sediment wieder in der urspriinglichen Menge 0,1 m Natriumphosphat sus- 
pendiert. Diese Suspension wurde als Knzympriiparat verwendet. Es ent- 
halt die drei wichtigsten Cozymase-abhiingigen Apodehydrasen, Lactico-, 
Malico- und Glycerophosphat-apodehydrase. 


2. Das System der Glycerophosphat-Dehydrierung. ‘l'ab. 1 zeigt, 
daB im Methylenblauversuch eine kraftige Glycerophosphat- 
Dehydrierung erst nach Zusatz von Cozymase erfolgt. Ohne 
Cozymasezusatz geht die Reaktion etwa 10 mal langsamer, woraus 
hervorgeht, daB die von Green beschriebene Cozymase-unabhingige 
Dehydrase héchstens in geringer Konzentration vorhanden sein 
kann. Flavinenzymzusatz hat nur schwach aktivierende Wirkung 
(vgl. unten). 


Tabelle 1. 


Versuchslésungen: Als Glycerinphosphorsiurepriparat wurde Cal- 
cium glycerinophosphoricum neutrale von Merck verwendet, welches nach 
Angabe der Herstellerfirma etwa 80°/, «-Glycerinphosphorsdure enthiit. 
Das Priiparat wurde mit Kaliumoxalat umgesetzt und in 0,5 mol. Lésung 
angewandt. — Enzympriparat wie unter 1. beschrieben. — Reine Cozymase, 
1 mg/eem. — Flavinenzym chloroformgereinigt, 0,3 g/10 eem. — 0,5 mol. 
Phosphatpuffer py = 7,6. — Methylenblau 0,02°/,ig. — Thunberg- 
Methodik; das Mb befindet sich in einem Einsatzréhrchen und wird erst 
nach dem Evakuieren mit den iibrigen Komponenten vermischt. Versuchs- 
temp. 30°. 

Jeder Ansatz enthilt 0,25 cem Puffer und 0,5 cem Methylenblau und 
ist mit Wasser auf 1,75 cem ergiinzt. Ubrige Komponenten vgl. Tabelle. 
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? Glycero- Apo- Flavin- | Entfarbungs- 
Versuch be eee dteydrene Cozymase enzym zeit , 
Nr. ecm cem ccm ecm Minuten 
1 0,25 0,25 0,25 0,25 9 
2 an 0,25 0,25 0,25 170 
3 0,25 0,25 — 0,25 85 
4 na 0,25 _ 0,25 > 420 
5 0,25 0,25 0,25 wae 11,5 
6 ~ 0,25 0,25 ~ 210 
7 0,25 0,25 nie i 84 
8 aa 0,25 a asi > 420 
9 0,2 0,25*) 0,25 0,25 > 420 

















*) Apodehydrase hitzeinaktiviert. 


Kin ganz analoges Bild ergibt die Messung der Sauerstoff- 
aufnahme im Warburg-Apparat (Fig. 1). Auch hier ist zur Aus- 
lisung der maximalen Geschwindigkeit Zusatz von Cozymase not- 





i T T T 


100 I 


80 

















0 20 40 60 60 100 Min. 


Fig. 1. Sauerstoffaufnahme. 
Versuchsansatz zu Kurve 1: 0,25 ccm 0,5 m-d, l-a-Glycerophosphat + 0,75 ccm Rattenmuskel- 
extrakt (vgl. Abschnitt 1) + 0,25 cem Cozymase entspr. 0,5 mg + 0,5 ccm 0,5 m-Phosphat- 
puffer py = 7,6 + 0,25 ccm Methylenblau 1: 1000. — Kurve2: wie 1, jedoch ohne Co- 
zymase. — Kurve 3: wie 1, jedoch ohne Glycerophosphat. — Kurve 4: ohne Glycerophosphat, 
ohne Cozymase. — Kurve 5: wie 1, jedoch an Stelle von Glycerophosphat 0,25 ccm 
0,5 m-Na-Lactat + 0,25 ccm 0,5 m-Hydroxylamin. — Kurve 6: wie 5, jedoch ohne Cozymase. 
Alle Versuche mit Wasser auf 2,25 ccm erginzt. Gasraum: Luft. Versuchstemp. 30°. 


wendig (Kurve 1). Wird Cozymase weggelassen, so ist die 
Sauerstoffaufnahme wesentlich niedriger (Kurve 2), allerdings 
doch deutlich héher als im Kontrollversuch ohne Cozymase 
und ohne Glycerophosphat (Kurve 4). Zum Vergleich ist ein 
Versuch mit Milchsiure als Substrat aufgenommen, wobei 
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Hydroxylamin zum Fixieren der gebildeten Brenztraubensiiure 
zugesetzt wurde [vgl. Green und Brosteaux!")] (Kurve 5). Der 
Kontrollversuch mit Lactat ohne Zusatz von Cozymase (Kurve 6) 
zeigt, daB die Enzymlésung selbst héchstens Spuren von Cozymase 
enthalten kann, daher darf die in Kurve 2 dargestellte Atmungs- 
steigerung durch Glycerophosphat der Wirkung der von Green 
beschriebenen, Cozymase-unabhiingigen Dehydrase zugeschrieben 
werden (vgl. S. 12). 

Coenzym-Spezifitat. Codehydrase II erwies sich als nicht 
fahig, die reine Cozymase zu ersetzen. Da die Codehydrase II- 
Lésung (Praparat aus Hefe) noch Cozymase enthielt, kam wohl 
eine Aktivierung zustande, die aber genau dem Cozymasegehalt 
der Codehydrase Il-Lésung entsprach (Tab. 2). 

Tabelle 2. 
Cozymase, 60 Co-Einheiten/cem. — Codehydrase II-Lésung, die ais 


Begleitstoff 60 Co-Einheiten Cozymase/ccm enthiilt. Versuchsansatz wie 
zu ‘T'ab. 1. 











Versuch . : Entfairbungs- 
Nr. iia aaa zeit in Min. 
1 3 Co-Einheiten reiner Cozymase ....... 32 
2 9 . " . rae leaned ae 20 
3 0,05 ecem Cod. II, enthalt. 8 Co-Kinh. Cozymase 34 
4 0,15ceem ,, II, ‘~ 9 ‘4 _ 22 


Flavinenzym als Komponente des Systems. Als bio- 
logisches Oxydationsmittel fiir CoH, gilt (wenn nicht eine Oxydo- 
reduktion mit einem Acceptorsystem erfolgt) bisher das Flavin- 
enzym. Im Methylenblauversuch kann jedoch die katalytische 
Wirkung des Flavinenzyms nicht immer ohne weiteres sichtbar 
gemacht werden, da die Enzympriiparate oft bereits optimale 
Mengen Flavinenzym enthalten. Methylenblau selbst kann zwar 
Dihydro-Cozymase ‘ ebenfalls oxydieren’’), aber die Reaktions- 
geschwindigkeit ist klein und wird durch Zwischenschaltung einer 
kleinen Menge Flavinenzym sehr stark erhéht!®). 

Das nach 1. dargestellte Dehydrasepriparat aus Muskel wird 
im Thunbergversuch durch steigende Mengen Flavinenzym nicht 
sehr erheblich, aber doch merklich aktiviert (Tab. 3). 


1”) Green u. Brosteaux, Biochemic. J. 30, 1489 u. 2095 (1936). 
18) Adler u. Euler, Svensk. Vet. Akad. Arkiv f. Kemi 12B, Nr. 36 
(1937). 
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Tabelle 3. 
Aktivierung durch Flavinenzym. 
Versuchsansatz wie zu Tab. 1. (2 Versuchsreihen mit verschiedenen 
Dehydrasepriparaten.) 





Versuch Flavinenzym |} Entfirbungszeit 
Nr. ccm Minuten 
1 — 15 20 
2 0,05 12 15 
3 0,15 11 18 
0,25 9 12 








Ersetzt man im Thunbergversuch das Methylenblau durch 
eine so groBe Menge Flavinenzym, daf die Reaktionsmischung 
deutlich gelb gefirbt ist, so kann man die Entfarbung des Flavin- 
enzyms nach dem Eyakuieren direkt beobachten. Diese Ent- 
firbung trat beim Glycerophosphat-System wie bei allen anderen 
hisher gepriiften Codehydrase-bedingten Systemen ein, wahrend 
sie in den Kontrollversuchen ohne Substrat und ohne Cozymase 
ausblieb. . 

Kine dritte Méglichkeit zum Nachweis der Flavinenzym- 
beteiligung im vollstindigen Dehydrasesystem besteht in der 
Hemmung durch solche Athylenverbindungen, welche nach 
F. G. Fischer'*) durch girende Hefe sowie durch Leukoflavin- 
enzym reduziert werden und somit, dem Mb-Versuch zugesetzt, 
mit dem Mb um das Leukoflavin konkurrieren miissen. Diese 
Methode wurde kiirzlich beim System der Glutaminsiure- 
dehydrase !*) angewandt, und gab nun auch beim Glycerophosphat- 
System ein positives Resultat. Die Hemmung durch Crotonaldehyd 
tritt nicht nur im vollstiindigen System, sondern auch bei der 


Tabelle 4. 
Hemmung durch Crotonaldehyd. 


0,2 mol. Lésungen von Croton- bzw. Butyraldehyd. Versuchsansatz 
im iibrigen wie zu Tab. 1, jedoch ohne Flavinenzymzusatz. 











nen “Aldehyd | Entfarbungs- 
Versuch Nr. 0,25 cem zeit in Min. 
1 | — 63 
2; ohne Substrat Crotonaldehyd 123 
3 [ Butyraldehyd 68 
4 . —_— 15 
5 a As yl Crotonaldehyd 22 
6 ii Butyraldehyd 16,5 


1%) F. G. Fischer u. H. Eysenbach, Liebigs Ann. 529, 87 (1937). 
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durch die EKigendonatoren des Dehydrasepriparates verursachten 
Spontanentfirbung in Erscheinung. Die Hemmung scheint beim 
Glycerophosphat-System allerdings nicht so intensiv zu sein wie 
beim Glutaminsiure-System. Zum Vergleich mit dem Croton- 
aldehyd wurde der entsprechende gesiittigte Aldehyd (Butyraldehyd) 
herangezogen, dessen Zusatz praktisch ohne Wirkung blieb (Tab. 4), 


3. Gleichgewichtslage und p,,-Abhangigkeit der primaren De- 
hydrierungsreaktion [Gleichung (1)]. Die Bildung von Dihydro- 
Cozymase beim Zusammenbringen von Glycerophosphat, Apo- 
dehydrase und Cozymase ist bereits beschrieben worden‘), Nicht 
die ganze eingesetzte Cozymase wird hydriert, sondern die 
Reaktion bleibt stehen, wenn ein Gleichgewicht erreicht ist. 
Bildungsgeschwindigkeit der CoH, (= Dehydrierungsgeschwindig- 
keit der Glycerinphosphorsiure) sowie Lage des Gleichgewichtes 
Co = CoH, sind abhaingig vom p,. Die Geschwindigkeit wiichst 
und die Gleichgewichtskonstante wird kleiner, d.h. die Menge 
der im Gleichgewicht gebildeten CoH, nimmt zu mit steigendem p,.. 








eS ee ee ee T neitieeee Wie T 














: ees | Linnea Ea RE 
5 70 15 20 2s Min. 


Fig. 2. Bildung von Dihydro-Cozymase bei verschiedenem py. 
Versuchsansdtze: 1,0 ccm 0,25 m-a-Glycerinphosphorséure-K-Salz + 0,3 com Muskelextrakt, 
dialysiert und filtriert + 0,2 com Cozymase entspr. 0,4 mg + 2,0 ccm 0,5 m-Phosphatpuffer 

von verschiedenem py,. 





In Fig. 2 sind drei Versuche wiedergegeben, bei denen die 
CoH,-Bildung bei der Dehydrierungsreaktion fiir drei verschiedene 
P,- Werte spektrometrisch verfolgt wurde. Aus den Werten fiir 
die Extinktion « bei 334 my wurde mit Hilfe der friiher bestimmten 
Absorptionskurve der CoH,?°) die Menge der nach KErreichung 


2%) Adler, Hellstrém u. Euler, Diese Z. 242, 225 (1936) 
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des Gleichgewichts vorliegenden CoH, ermittelt. Es ergibt sich 


die Gleichgewichtskonstante*) K = — . , wo ¢ die totale 


Cozymasekonzentration, gy die Konzentration der Glycerinphosphor- 
siure und «x die bei Gleichgewichtslage herrschende Dihydro- 
cozymasekonzentration bedeuten. 


Das in diesen Versuchen verwendete Glycerophosphat war ein Priparat 
von reinem synthetischem d,1l-a-Glycerinphosphorséure-Calciumsalz, das wir 
Herrn Dr. E. Bauer, Prag, verdanken. Der Berechnung von X ist die 
Annahme zugrunde gelegt, daf nur die im Muskel vorkommende links- 
drehende Form von der Dehydrase angegriffen wird. Diese Annahme ist 
wohl sicher berechtigt, da Meyerhof und KieB8ling*) fanden, daB von 
den beiden optischen Isomeren nur die 1-Form die Oxydoreduktion mit 
Brenztraubensiure eingeht. Nach unseren Ergebnissen ist es nun gerade 
unsere Cozymase-bedingte Dehydrase, welche an dieser Oxydoreduktion 
teilnimmt. 


In Tab. 5 sind die zu Fig. 2 gehérenden Ergebnisse zu- 


sammengestellt. 
Tabelle 5. 


Gleichgewichtskonstante K der Glycerophosphatdehydrase 
[Gleichung (1)]. 























¥ Molare Konzentrationen Gleich- 
er- : cate ; 
such} py Glycero- _ os ___Cozymase we 7 gewichts- 
Nr. phosphat; total =| Co | CoH, | konstante 
® | @ | e€-» | @ - 
= panne a : a = 
1 | 8,1 0,035 | 17,28-10-5 | 5,00-10-> | 12,23-10-> | 0,17-104 
2 | 76 0,035 | 17,23-10- | 3,75-10-° | 18,48-10-> | 0,33-104 
3 | 6,9 0,035 | 17,23-10- | 0,94-10-> | 16,29-10-> | 6,3 -10¢ 


Die Abhangigkeit der Gleichgewichtskonstante vom 
p, ist in Fig. 3 veranschaulicht. Kurve I gibt diese Abhingig- 
keit fiir das System der Glycerophosphatdehydrase wieder; gleich- 
zeitig sind die entsprechenden Kurven fiir Lactico-dehydrase (II) 
und Malico-dehydrase (III) eingetragen. Vergleicht man nun die 
K-Werte dieser drei Systeme im physiologischen p,,- Bereich, 
z B. bei p, = 7,2, so findet man, daB die Konstante fir die 
Lactico-dehydrase etwa 4,6 mal, diejenige fiir die Malico-dehydrase 
noch mehrere Male gréBer ist, als die der Glycerophosphat- 
dehydrase. Dies besagt, daB die Glycerophosphatdehydrase im 





*) Vgl. die Ableitung des analogen Ausdrucks fiir das System der 
Alkoholdehydrase, Anm. 1”). 
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physiologischen p,,-Gebiet besser zur Dehydrierung geeignet 


ist als die beiden anderen Enzyme, bei denen die Reduktase- 
funktion viel ausgesprochener hervortritt. Immerhin liegt auch 


510% 


70% 
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ree Se ee te. Se = 
65 70° TT 680 85 py 
Fig. 3. Abhangigkeit der Gleichgewichtskonstante AK vom py. 


Kurve I: Glycerophosphatdehydrase. — Kurve II: Lactico-dehydrase. 
Kurve III: Malico-dehydrase. 


bei der Glycerophosphatdehydrase das Gleichgewicht Co = CoH, 
so zugunsten der Co verschoben, daf in der Zelle bei Angebot 
an CoH, und Triosephosphat die Reduktion des letzteren leicht 
vonstatten gehen wird, falls nicht starker oxydierende Systeme 
elngreifen. 


Es ist deshalb, wenn man nach einer Deutung fiir das Vorkommen 
der zwei verschiedenen Glycerophosphat-Dehydrasen (vgl. S. 4) suchen 
will, recht verlockend, folgende Annahme zu machen. Das Cozymase- 
bedingte Enzym fungiert als reduzierendes Teilenzym bei der Dis- 
mutation zwischen zwei Triosephosphatmolekiilen. Die Greensche De- 
hydrase dagegen besorgt die Dehydrierung der als Reduktionsprodukt 
anfallenden Glycerinphosphorsiiure, wodurch Triosephosphorsiure regeneriert 
wird. Letztere geht in den anaeroben Dismutationsvorgang zuriick. Somit 
wiirde durch Koppelung der anaeroben Dismutation der Triosephosphorsiure 
und der (durch Verkniipfung der Greenschen Dehydrase mit dem Keilin- 
Warburg-System zustandekommenden aeroben) Dehydrierung der Glycerin- 
phosphorsiure die vollstindige Uberfiihrung des Triosephosphats in Phos- 
phoglycerinsiure méglich sein. 


4. Nachweis der beiden Glycerophosphatdehydrasen in Kaninchen- 
muskel. In dialysiertem Extrakt oder nach Abschnitt 1 gewonnenen 
Praparaten aus Rattenmuskel konnten wir nur eine sehr schwach 
wirksame Cozymase-unabhingige Glycerophosphatdehydrase 
nachweisen, wie aus Tab. 1 und Fig. 1 hervorgeht. Wir stellten 
daher ein Enzympriparat nach Green'!) aus Kaninchenmuskel 
her (Tab. 6). 
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gnet Tabelle 6. 
ase Glycerophosphatdehydrierung in Kaninchenmuskelextrakt 
ae. nach Green. 
auch Ubrige Versuchslésungen wie zu Tab. 1. 
Ve I = Flavin- Ent- 
ersucn Substrat Enzym jCozymase | enzym_ | firbungszeit 
Nr. ecm ecm ecm ecm Minuten 
Glycerophosph. 
1 0,25 0,25 0,25 0,25 9 
2 “e 0,25 0,25 0,25 110 
3 0,25 0,25 os 0,25 42 
4 ot 0,25 : 0,25 > 600 
5 0,25 0,25 0,25 11 
6 ae 0,25 0,25 160 
7 0,25 0,25 _ : 340 
> _ 0,25 _ : > 600 
Lactat 
9 0,25 0,25 0,25 0,25 10 
10 0,25 0,25 elt 0,25 >600 - 

















Aus den Versuchen der Tab. 6 geht folgendes hervor: 1. De 
Kaninchenmuskelextrakt enthalt ebenso wie Rattenmuskelextrakt 

: eine durch Cozymase (und in geringem MaBe auch durch Flavin- 
enzymzusatz) aktivierbare Glycerophosphatdehydrase (Vers. 1 und 2). 


ee 2. Auch ohne Zusatz von Cozymase (Vers. 3 und 4) findet eine 
Methylenblauentfarbung durch Glycerinphosphorsiiure statt; die 
Geschwindigkeit ist aber etwa 4mal geringer als in Anwesenheit 
“a von Cozymase. DaB es sich bei dieser langsameren Reaktion 
an, um die Wirkung einer besonderen Dehydrase (Greensche Dehydrase) 
Jis- und nicht etwa um die Wirkung von kleinen Mengen Cozymase 
De- | handelt, die, wie man annehmen kinnte, noch im Enzympriparat 
a enthalten sind, ergibt sich daraus, daB mit Hilfe der Garmethode 
nit im Enzympraparat keine Cozymase nachweisbar war. Damit in 
ure Ubereinstimmung stehen auch die Vers. 9 und 10, die zeigen, daB 
in- zugesetztes Lactat nur dann eine Entfirbung hervorruft, wenn 
in- Cozymase dem Ansatz zugefiigt wird. 
yo In Tab. 7 ist das verschiedene Verhalten der beiden Dehydrase- 
systeme gegeniiber Brenztraubensaiure und Oxalessigsaiure im 
n- Methylenblauversuch dargestellt. Die beiden Ketosiuren hemmen 
en nur die durch die Cozymase-bedingte Dehydrase erzeugte Methylen- 
ch blauentfirbung (zur Erklirung dieses Verhaltens vgl. 8S. 4). 
se 5. Glycerophosphatdehydrase in anderen Geweben. Aus Leber, 
an Niere und Gehirn von Ratten wurden auf dem in Abschnitt 1 
el beschriebenen Wege Enzymextrakte hergestellt. Glycerophosphat- 


dehydrase wurde in allen drei Extrakten nachgewiesen, und zwar 





Kaninchenmuskelextrakt nach Green. 
essigsiiure als Na-Salze in 0,5 mol. Lésung. 
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Tabelle 7. 
Kinflu8 von Brenztraubensiure und Oxalessigsiure 

auf die Methylenblauentfirbung 
durch die beiden Glycerophosphatdehydrasen. 


Brenztraubensiure und Oxal- 
Versuchsansatz wie vorher. 





Versuch 


Hh CO DD = 


o> or 








Glycero- 
phosphat 
ecm 


0,25 
0,25 
0,25 
0,25 


0,25 
0,25 





Enzym 
eem 


0,25 
0,25 
0,25 
0,25 


0,25 
0,25 





Co- 


zymase 





Flavin- Mb-Ent- 
enzym Acceptor fiirbung 
cem ecm Min. 
Brenztraubens. 

0,25 —_ 9,5 
0,25 0,1 20 
— — 49 
. 0,1 48 
Oxalessigs. 
0,25 0,1 29 
_ 0,1 47,5 








war die Cozymase-abhingige Dehydrase stets der Greenschen 
Dehydrase weit tiberlegen; die Entfirbungszeiten ohne Cozymase- 
zusatz waren bei Leber- und Gehirnextrakt so lang, daB eine 
Aussage tiber das Vorliegen der Greenschen Dehydrase hier 


iiberhaupt nicht méglich ist. 


Mit Nierenextrakt war auch ohne 


Cozymasezusatz die Entfairbungszeit noch ziemlich kurz; jedoch 
verursachte in diesem Falle auch Lactat ohne Cozymasezusatz 


Tabelle 8. 


Glycerophosphatdehydrase in verschiedenen Geweben. 


Die Enzymsuspension wurde wie die aus Muskel hergestellt. 


Das 


nach Abstumpfen des alkalischen Muskelextraktes und Zentrifugieren er- 
haltene Sediment wurde 2 mal mit Wasser gewaschen, bevor es wieder in 


Puffer suspendiert wurde. 


Ubrige Versuchslésungen wie friiher. In der 


Tabelle sind nur die Zusiitze von Glycerophosphat, Cozymase und Flavin- 
enzym angegeben. 





Versuch 


@® +1 





Glycero- 
phosphat 
ecm 


Lactat 
0,25 
0,25 


Cozymase 





Flavin- 
enzym 
ecm 


0,25 
0,25 
0,25 
0,25 











Entfirbungszeit in Minuten 


| Gehirn 


17 

70 
140 
>180 
20 
150 


mit Enzym aus 

Leber | Niere 
8 21 
45 | 53 
200 26 
> 200 99 
11 24 
100 | — 
z.. 
206 | 40 
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eine relativ rasche Methylenblauentfirbung, woraus geschlossen 
werden darf, daB das Enzympriparat nicht frei von Cozymase 
war. In Tab. 8 sind diese Ergebnisse zusammengestellt. 

In Muskelextrakten ist die Entfirbungszeit durch Glycerin- 
phosphat meist etwa ebenso groB® oder kiirzer als die durch 
Lactat oder Malat hervorgerufene. In Extrakten aus anderen 
Geweben jedoch war das Glycerophosphat als Donator stets dem 
Lactat unterlegen. Dies lift darauf schlieBen, daB Glycerophos- 
phat- und Lactico-A podehydrase voneinander verschieden sind, 

Was die Beurteilung der Entfirbungszeiten durch verschiedene Sub- 
strate betrifft, so soll noch hervorgehoben werden, daf aus ihnen keine 
Schliisse darauf gezogen werden diirfen, in welchem Verhiiltnis die Mengen 
der betreffenden Apodehydrasen zueinander stehen. Die Entfirbungs- 
geschwindigkeit (und ebenso natiirlich die Sauerstoffaufnahme im aeroben 
Versuch) bei verschiedenen Dehydrasesystemen ist ja nicht nur abhingig 
von der Apodehydrasekonzentration, welche die Geschwindigkeit der primiren 
Dehydrierungsreaktion bestimmt, sondern auch von der Gleichgewichtslage 
dieser Primiirreaktion, welche das Angebot an Dihydro-Cozymase, d. h. an 
verfiigbarem Wasserstoff, fiir das Flavinenzym bzw. Methylenblau beeinfluBt. 
Die Tatsache, daB Glycerinphosphorsiiure in Muskelextrakt eine raschere 
Entfirbung bewirkt als Lactat, darf also nicht so gedeutet werden, dab 
der Extrakt mehr Glycerophosphat-Apodehydrase als Lactico-Apodehydrase 
enthilt. Bei gleichen Konzentrationen an Glycerophosphat- und Lactico- 
Apodehydrase z. B. wiire zu erwarten, daB erstere eine raschere Mb-Ent- 
firbung bewirkt als letztere, weil das Gleichgewicht der Primiérreaktion im 
ersteren Fall mehr zugunsten der CoH, verschoben ist, als im letzteren Falle. 


Zusammenfassung. 


1. In tierischen Geweben (untersucht wurden Muskel, Niere, 
Leber und Gehirn der Ratte sowie Kaninchenmuskel) ist eine 
auf «-Glycerinphosphorsiure eingestellte Apodehydrase enthalten, 
welche durch Codehydrase I (Cozymase) zur Holodehydrase er- 
ginzt wird. 

2. Flavinenzym wirkt auch in diesem System als Oxydations- 
mittel der Dihydro-Cozymase. 

3. In Kaninchenmuskelextrakt (und weniger deutlich auch 
in Rattenmuskel) konnte das Vorkommen der von (Green be- 
schriebenen, wahrscheinlich ohne Co-Enzym fungierenden Glycero- 
phosphatdehydrase bestiitigt werden. 

4, Wihrend das Greensche Enzymsystem Brenztraubensiure 
nicht zu reduzieren vermag, wird von der Cozymase-bedingten 
Glycerophosphatdehydrase aus der Wasserstoff auf das System 
Brenztraubensiure-Lactico-dehydrase iibertragen, indem Cozymase 
und Dihydro-Cozymase zwischen den beiden A podehydrasen pendeln. 








Uber die Verwertbarkeit 
der Schwefelsiure-Fluorescenzreaktion der Gallensduren 
zur quantitativen Bestimmung der Gallensiuren 
im Blut, Stuhl und Harn. 

Von 
M. Jenke und F. Bandow. 
Mit 3 Figuren im Text. 


(Aus der Medizinischen Klinik der Universitat Freiburg i. Br.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 38. Juli 1937). 


Von Hammarsten?) vor allem ist auf die Reaktion hin- 
gewiesen worden, welche Gallensiuren mit konzentrierter Schwefel- 
siure geben. Diese Reaktion ist daher auch unter dem Namen 
Hammarstens hiufig als typische Gallensiurenreaktion genannt 
worden, obwohl sie auf einer viel ilteren Beobachtung beruht. 
Sie besteht darin, daB die Cholsiure und andere Gallensiuren 
sich in konzentrierter Schwefelsiiure mit gelbroter Farbe lésen 
und eine starke griinliche Fluorescenz zeigen, die noch in groBer 
Verdiinnung wahrzunehmen ist. 

Uber die Ursache der Schwefelsiiure-Fluorescenzreaktion der 
Gallensiuren hat Pregl’) 1905 eine Arbeit verdéffentlicht, die 
seinerzeit in das bis dahin geheimnisvolle Dunkel der chemischen 
Konstitution der Gallensiuren iiberhaupt einen ersten grund- 
legenden EKinblick brachte. Pregl hat die Isolierung des die 
Fluorescenz bedingenden Reaktionsproduktes der Cholsaure ver- 
sucht und gelangte dabei zu einem Kérper, den er ,,Dehydro- 
cholon“ nannte. Dieser Kérper war zwar nicht zur Krystallisation 
zu bringen, zeigte aber im iibrigen ein ziemlich einheitliches 
Verhalten; Pregl schrieb ihm auf Grund seiner Analysen die 
Formel ©€,,H,,O zu. Da der Cholsiure die Formel C,,H,,0, 
zukommt, und da bei der Reaktion zwischen Cholsiiure und 
Schwefelsiure offenbar eine Oxydation unter Entstehung von 
schwefliger Siure stattfindet, gelangte Pregl zu der Vermutung, 
daB bei der Schwefelsiure-Fluorescenzreaktion aus einer hydrierten 
cyclischen Verbindung eine dehydrierte cyclische Verbindung 
entsteht. Dadurch wurde zum ersten Male wahrscheinlich ge- 
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macht, daB die Gallensiiuren zu den hydrierten carbocyclischen 
Verbindungen gehéren. 

Es lag durchaus nahe, die Schwefelsiure-Fluorescenzreaktion 
der Gallensiuren heranzuziehen, um die Gallensiuren qualitativ 
und quantitativ in Galle, Blut, Stuhl und Harn nachzuweisen. 
Als erster hat 1926 Raue’*) diese Reaktion zur quantitativen 
Bestimmung der Gallensiiuren im Stuhl empfohlen. 1929 gaben 
Giordano und Levy‘) Verfahren an, um mit Hilfe der Schwefel- 
siure-Fluorescenzreaktion im Stuhl, Blut und Harn Gallensiuren 
zu bestimmen. Mit einem grundsitzlich gleichen Verfahren wurden 
dann noch 1933 von Minnibeck®5) in dem Fiirthschen Labora- 
torium Gallensiurebestimmungen im Stuhl ausgefiihrt. Von allen 
Autoren wurde die quantitative Auswertung der Fluorescenz- 
reaktion in der Weise vorgenommen, da’ man den auf Gallen- 
siuren zu untersuchenden, durch eine chemische Aufarbeitung 
vorbereiteten Extrakt aus Stuhl bzw. Blut in 10 ccm konzentrierter 
Schwefelsiure léste und 24 Stunden stehen lief, da sich dann 
die Fluorescenz voll entwickelt haben sollte. Dann bestimmte 
man durch fortschreitende Verdiinnung die Grenze der eben noch 
sichtbaren Fluorescenz. Eine Standardlésung, die man sich bei 
jeder Untersuchung herstellt, und welche 0,01 g Cholsiure in 
10 ccm konzentrierter Schwefelsiure enthilt, wird gleichfalls fort- 
schreitend verdiinnt. Durch Vergleich beider Untersuchungsreihen 
bestimmt man den Gallensiiurengehalt des Ausgangsmateriales. 

Da uns dieses Verfahren recht umstiindlich und wegen der 
Ablesung mit dem blofen Auge stark von subjektiven Schitzungs- 
fehlern abhiingig erschien, versuchte Erdlenbruch®) in seiner 
Doktorarbeit, die Fluorescenz mit Hilfe des Pulfrich-Stufenphoto- 
meters zu messen. Wir hatten die Absicht, quantitative Gallensiure- 
bestimmungen im Stuhl bei Gesunden und Leberkranken durch- 
zufiihren. Wihrend die quantitative Auswertung der Fluorescenz 
mit Hilfe des Stufenphotometers, die Erdlenbruch in seiner 
Dissertation ausfiihrlich beschrieben hat, keine besonderen Schwie- 
rigkeiten bot, stieBen wir nunmehr bei der praktischen Anwendung 
des Verfahrens auf recht erhebliche. Es zeigte sich namlich, 
daB entgegen den Angaben Raues die Schwefelsiure-Fluorescenz- 
reaktion keineswegs als eine spezifische Reaktion der Gallensiuren 
gelten kann, sondern da gerade auch solche Stoffe mit konzen- 
trierter Schwefelsiiure fluorescierende Lésungen geben, die natiir- 
licherweise stets zusammen mit den Gallensiuren vorkommen, 
wie das Cholesterin und seine Ester, die Olsiiure und andere 
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ungesittigte Fettsiuren, Lecithin und viele sonstige Stoffe. Ks 
war daher klar, daB die wichtigste Voraussetzung fiir eine An- 
wendung der Schwefelsiure-Fluorescenzreaktion zur quantitativen 
Bestimmung der Gallensiiuren in Kérperfliissigkeiten diejenige 
war, daB die Reaktion nur in Extrakten angestellt wird, die von 
allen stérenden Beimengungen gereinigt waren. Kine Nachpriifung 
der Vorschrift von Giordano und Minnibeck fir die Vor. 
bereitung der Stuhlextrakte lieferte unbefriedigende Ergebnisse, 
hauptsichlich weil eine ausreichende Entfernung von stérenden 
Beimengungen, die die Fluorescenzreaktion ebenfalls geben, ins- 
besondere der Olsiiure durch die vorgeschriebene chemische Vor- 
bereitung des Stuhles nicht erreicht wird. Nach einem eigenen 
weiter unten angegebenen Verfahren konnten wir schlieBlich an- 
naihernd eine scheinbar geniigende Reinigung der Stuhlextrakte, 
vor allem Entfernung der stark fluorescierenden Olsiiure erzielen, 

Im Verlauf der Arbeit ergab sich nun ein bemerkenswerter 
Befund‘), Der eine von uns (B) photographierte die Absorptions- 
spektren der Schwefelsiure-Fluorescenzreaktion sowohl von reiner 
Cholsiure als auch von Stuhlextrakten. Dabei zeigte sich, dai 
die in konzentrierter Schwefelsiure geléste Cholsiure im ultra- 
violetten Spektralgebiet bei 3850 AE eine selektive Bande hervor- 
ruft. Viele der Stuhlextrakte, die mit dem Stufenphotometer 
gut meBbare Fluorescenzen zeigten, die wir bis dahin auf Gallen- 
siuren bezogen hatten, lieBen die zugehérige Absorptionsbande 
vermissen. Es erhob sich daher die Frage, ob in den Stuhl- 
extrakten iiberhaupt unverinderte Cholsiure enthalten war, oder 
ob die gemessene Fluorescenz iiberhaupt nur auf Beimengungen 
anderer Stoffe zuriickzufiihren war. Die Klirung dieser Frage 
haben wir gemeinsam mit Wehinger®) durchgefiihrt, der die 
Ergebnisse in seiner Dissertation beschrieben hat. Es stellte 
sich schlieBlich heraus, daB es durch eine chemische Aufarbeitung 
des Stuhles nicht gelingt, alle mit konzentrierter Schwefelsiure 
fluorescierenden Beimengungen abzutrennen; die Messung der 
Fluorescenzhelligkeit liefert also stets zu hohe Gallensiurewerte 
oder tiaiuscht gar die Anwesenheit von Gallensiuren vor, wo 
Gallensiuren iiberhaupt nicht vorhanden sind. Es konnte aber 
mittels quantitativer Auswertung der Bande bei 8850 AE nach 
einem spektrographischen Verfahren eine zuverlissige und brauch- 
bare Methode zur quantitativen Bestimmung der Cholsiure ent- 
wickelt werden. Es gelingt selbst in einem Gemisch von Stoffen, 
die mit konzentrierter Schwefelsiure gefirbte und fluoreszierende 
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Liésungen geben, durch Auswertung der Absorptionskurve im Be- 
reich der selektiven Bande eine quantitative und eindeutige Be- 
stimmung der Cholsiure durchzufiihren. Wehinger hat in 
seiner Doktorarbeit dieses Verfahren ausfiihrlich beschrieben. 
Es wird dabei die Erhebung der Cholsiurebande iiber die be- 
nachbarten Spektralgebiete bestimmt. Die Eichzahlen fiir die 
Umrechnung des gefundenen Unterschiedes im Absorptions- 
koeffizienten (mit 4 bezeichnet) auf Cholsiuregehalte werden aus 
Messungen gewonnen, die an reinen Cholsiurelésungen in Schwefel- 
siure und an Extrakten aus biologischem Material mit Zugabe 
yon abgestuften Cholsiuremengen angestellt werden. Im Mittel 
ergab sich fiir alle Messungen in unserem Laboratorium Je, 
der Unterschied im Absorptionskoeffizienten, zu 0,5 cm! fiir 
i mg-°/, Cholsiiure (berechnet mit dekadischen Logarithmen); 
die Bestimmung wird um so genauer und empfindlicher, je mehr 
durch die chemische Vorarbeit die Abtrennung anderer absor- 
bierender Stoffe gelungen ist. 

Unser Verfahren zur Aufarbeitung von Stuhl gestaltete sich 
folgendermaBen: Den Tagestuhl wiegt man ab und verreibt ihn 
zu einer homogenen Masse. Dann wird 1 g abgewogen und mit 
etwas Sand und kaltem 96°/, igem Alkohol bei leicht kongosaurer 
Reaktion in einer Schale verrieben und durch mehrfaches Nach- 
spilen mit Alkohol restlos in einen Erlenmeyer-Kolben iiberfiihrt. 
Darauf wird der Stuhl mit RiickfluBkihler einige Minuten kochend 
extrahiert und abzentrifugiert oder abfiltriert. Der Riickstand 
wird erneut verrieben und mit Alkohol kochend extrahiert. Der 


| Alkoholextrakt, der noch zahlreiche wasserlésliche Stoffe enthilt, 


wird auf dem Wasserbad bis zur Trockne eingedampft und erneut 
mit 96°/,igem Alkohol extrahiert. Dieser Auszug wird nach Zu- 
satz von 5 com 15°/,iger Kalilauge wiederum auf dem Wasserbad 
zur Trockne gebracht. Der Alkohol soll vollstiindig verdampfen. 
Den Riickstand fiihrt man mit etwa 50 ccm destilliertem Wasser 
in einen Schiitteltrichter iiber und schiittelt zur Entfernung des 
Cholesterins und des iibrigen Unverseifbaren dreimal mit Ather 
aus. Der gesammelte Ather wird noch mit Wasser gewaschen; 
letzteres gehért zum wiiBrigen Teil, der die Gallensiuren enthilt. 
Auf dem Wasserbad wird zur Beseitigung des restlichen Athers 
vorsichtig erwirmt. Nunmehr wird mit Salzsiure kongosauer ge- 
macht, danach wieder mit Ammoniak alkalisch. Durch Zusatz 
von etwa 5—6 ccm einer 20°/,igen Bariumchloridlésung werden 
die Fettsiuren ausgefallt. Der Niederschlag wird abzentrifugiert 
2* 
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oder abfiltriert. Die klare Fliissigkeit schiittelt man im Schiittel. 
trichter nach Ansiuern mit Salzsiure bis zur kongosauren Reaktion 
5mal mit Ather aus (besser ist eine kontinuierliche Extraktioy 
mit einem Extraktionsapparat). Den gesammelten Atherextrakt 
dampft man ein. Der Riickstand wird mit 10 ccm reinster kon. 
zentrierter Schwefelsiure (pro analysi) versetzt. Die photographische 
Aufnahme erfolgt im allgemeinen nach etwa 24 Stunden. 

Wir kénnen jetzt sagen, daB eine quantitative Bestimmung 
der Gallensiiuren im Stuhl, Blut und Harn mittels Messung der 
Fluorescenzhelligkeit nicht méglich ist, wie es Giordano und 
Minnibeck ausgefiihrt haben, da aus diesem Untersuchungs. 
material sich durch die chemische Vorbehandlung nicht alle 
stérenden, mit Schwefelsiure ebenfalls fluorescierenden Begleit- 
stoffe abtrennen lassen. Die Werte der Gallensiuren, welche die 
genannten Autoren erhalten haben, sind betrichtlich zu_ hoch, 
So ergab eine Nachpriifung der Gallensiurewerte, welche Giordano 
im Blute Gesunder fand (etwa 3 mg-°/,), daB dieselben auf Begleit- 
stoffe, wie z. B. Olsiure und andere ungesiittigte Fettsiuren, zu 
beziehen waren, die durch die von Giordano vorgeschriebene 
chemische Behandlung des Blutes nicht entfernt werden. An 
anderer Stelle wird itiber diese Untersuchungen am Blut, die ge- 
meinsam mit Schinkel durchgefiihrt wurden, berichtet werden. 
Auch die Angaben, die Giordano iiber den Gallensiurengehalt 
im Urin Gesunder gemacht hat, wurden von Wilken’) nicht 
bestiitigt. 

Ausgedehnte Versuche wurden zu der Frage angestellt, ob 
eine Absorptionsbande bei 3800—3900 AE in Schwefelsiure nur 
an Cholsiure zu finden ist oder etwa auch an anderen biologisch 
vorkommenden Stoffen. Bisher fanden wir nur an IJndikan eine 
Bande in diesem Bereich (Fig. 1, Kurve 1); de betriigt knapp 
0,2 cm—? fiir 1 mg-°/,; die Héhe der Bande ist also nicht sehr 
viel kleiner als fiir Cholsiure. Auf die Beseitigung von Indikan 
muB daher bei Gallensiurenbestimmungen im Urin geachtet werden, 
da sonst zu hohe Werte vorgetiiuscht werden. Die Absorption 
von Indol wiirde nicht stéren, da es keine Bande bei 3900 AE 
zeigt (Fig. 1, Kurve 2) und auBerdem bei der oben beschriebenen 
Aufarbeitung des Stuhles entfernt wird. 

Kine Beeintriichtigung unserer Gallensiurenbestimmung wiirde 
sich ferner ergeben, wenn Cholesterin oder Dihydrocholesterin 
in den Schwefelsiureansatz gelangt. Sie zeigen nimlich ein 
miBiges Minimum der Absorption bei 3900 AE (Fig. 1, Kurve 3). 
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Durch die Anwesenheit von 10 mg-°/, Cholesterin wiirden etwa 
0,5 mg-°/, Cholsiiure verdeckt werden. (Fiir diese Abschiitzung 
ist das Minimum der Absorption durch einen glatten Kurvenzug 
mu iiberbriicken, etwa in der Weise, wie durch die -—-—--Kurve 
in Fig. 1 angedeutet; der Unterschied des Absorptionskoeftizienten 
hei 3850 AE zwischen der gedachten glatten und der wirklich 
gemessenen Kurve wird mit Hilfe des 4 der Cholsiure auf 
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Cholsiure umgerechnet), Es ist zu betonen, daB die Beseitigung 
von Cholesterin und Dihydrocholesterin in zuverliissiger Weise 
méglich ist. 

Gesiittigte Fettsiuren sind nicht stérend, da sie in konzen- 
trierter Schwefelsiure keine in Betracht kommende Absorption 
zeigen. Dagegen ergeben sich sehr starke Banden z. B. durch 
Olsiiure und Linolséure, wie iiberhaupt das Vorhandensein un- 
gesiittigter Verbindungen in den verschiedenen Aufarbeitungen 
fiir die Absorption im Sichtbaren und im Ultraviolett und auch 
fiir die Fluorescenz der Schwefelsiureansitze hauptsichlich ver- 
antwortlich zu machen ist. Die Absorptionskurven verlaufen fiir 
alle diese Stoffe sehr ihnlich und haben ein Maximum bei 
3000—3200 AE. In Fig. 2 ist die Absorptionskurve von Leindl- 
siure und von Unverseifbarem aus Serum, das mit Digitonin 
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cholesterinfrei gemacht wurde, dargestellt. Alle diese Stoffe be. 
deuten durch ihre starke Absorption eine Behinderung der Aus. 
wertung auf Gallensiuren, was Empfindlichkeit und Genauigkeit 
anlangt; sie bedingen aber, da ihre Absorption in dem Bereich 
um 3900 AE einen recht gleichmifigen Abfall zeigt, keine Ge. 
fahrdung der Kindeutigkeit der Ergebnisse. 

SchlieBlich sind noch die Absorptionsmessungen an ver- 
schiedenen Gallensiuren zu besprechen (Fig. 3). Die Bande bei 
3850 AE fanden wir auBer bei der Cholsiure erwartungsgemif 
auch bei Glyko- und Taurocholsiiure. Sehr schwach ist sie in 
Schwefelsiurelésungen der Desoxy-, der Anthropodesoxy- und der 
Lithocholsiure entwickelt; hier liegt das Maximum der Absorption 
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Fig. 3. 


bei 3100 AE. Dehydrocholsiure gibt in Schwefelsiure in dem 
ganzen untersuchten Spektralbereich eine sehr geringe Absorption. 
Apocholsiure, die wie die Dehydrocholsdure nicht im Organismus 
vorkommt, verhalt sich wie Cholsiure. Durch unsere Bestimmung 
werden also nur die freie Cholsiure und die mit Glykokoll und 
Taurin gepaarten Cholsiuren erfaft*), die aber nach der bis- 
herigen Kenntnis den Hauptteil der im Organismus vorkommenden 
Gallensiiuren ausmachen. 


Zusammenfassung. 


Die Schwefelsiure-Fluorescenzreaktion darf nicht ohne weiteres 
als spezifische Reaktion auf Gallensiuren betrachtet werden und 
ist zur quantitativen Bestimmung der Gallenséuren im Blut, 


*) Auf die Beziehungen zu strukturchemischen Fragen, wie tiberhaupt 
auf die Gesamtheit unserer Ergebnisse an einer groBen Anzahl organischer 
Stoffe wird in anderem Zusammenhang eingegangen werden. 
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Stuhl und Harn bei bloBer Messung der F luorescenzhelligkeit 
unbrauchbar. Es lassen sich gewisse die Gallensiuren stets be- 
gleitende Stoffe, die ebenfalls mit konzentrierter Schwefelsiure 
fluorescierende Liésungen geben, durch chemische Vorbereitung 
des Untersuchungsmateriales von den Gallensiuren nicht geniigend 
abtrennen. Daher sind die bisher im Schrifttum angegebenen, 
mit dieser Reaktion gewonnenen Gallensiurewerte zu hoch. 

Die Schwefelsiure-Fluorescenzreaktion wird jedoch zu einer 
spezifischen Reaktion auf Gallensiuren, wenn man die fiir Gallen- 
siuren kennzeichnende Absorptionsbande bei 3850 AK ausmiBt. 
Es ist dadurch die quantitative Auswertung der Schwefelsiure- 
Fluorescenzreaktion in einem biologischen Material wie Blut, 
Stuhl und Harn méglich, das trotz chemischer Vorbereitung zwecks 
Abtrennung stérender Stoffe noch andere mit konzentrierter 
Schwefelsiiure fluorescierende Kérper enthalt. 


Die Arbeit wurde mit Apparaten durchgefihrt, welche die 
Deutsche Forschungsgemeinschaft Herrn Professor Bohnenkamp 
als Leihgaben zur Verfigung stellte. 
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Uber die Komponenten der Dehydrasesysteme. XVI. 


Zur Kenntnis der Formicodehydrase und der Alkoholdehydrase 
in Pflanzensamen. 


Von 
Erich Adler und Motnahalli Sreenivasaya. 
Mit 7 Figuren im Text. 


(Aus dem Biochemischen Institut der Universitat Stockholm.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 8. Juli 1937.) 


A. Formicodehydrase. 


Die Fahigkeit, Ameisensiure zu Kohlensiure und Wasser zu 
oxydieren, kommt in hervorragendem MaBe einer groBen Anzahl 
von Bakterien zu, eine Fahigkeit, die auch nach dem Abtéten der 
Zellen erhalten bleibt. Die Existenz der Formicodehydrase wurde 
z. B. durch die Reduktion von Methylenblau oder die Aufnahme 
von Sauerstoff in Gegenwart von Formiat nachgewiesen, und die 
Kinetik der Reaktion — hauptsichlich von englischen Forschern 
[Quastel, Cook, Stephenson, Stickland*)] — ziemlich ein- 
gehend studiert. 

In Extrakten aus Samen von héheren Pflanzen hat Thun- 
berg’) das Vorkommen einer Formicodehydrase nachweisen kénnen. 
Auch in tierischen Geweben wurden Anzeichen fir das Vorliegen 
dieser Dehydrase gewonnen, die hier jedoch offenbar nur eine 
untergeordnete Rolle spielt. 

Was die Komponenten der Formicodehydrase betrifft, so 
ergab sich schon aus dem Ergebnis von Fodor und Franken- 
thal*), wonach Hefe- und Erbsenkochsaft die Aktivitit der De- 
hydrase aus Erbsenmehl erhéhen, ein Hinweis auf die Mitwirkung 
eines Co-Enzyms. B. Andersson®) hat dann zeigen kénnen, dab 


*) Ausfihrliche Literatur vgl. W. Franke in Euler’s Chemie der 
Enzyme II, 3, 8S. 495. Miinchen, Bergmann 1934. 
1) Biochem. Z. 206, 109 (1929). 


?) Biochem. Z. 225, 417 (1980). 8) Diese Z. 228, 57 (1984). 





































Se 


r zu 
zahl 
der 
urde 
hme 

die 
ern 
eln- 


un- 
nen, 
gen 
ine 


SO 
en- 
De- 
ing 


lab 


der 





Uber die Komponenten der Dehydrasesysteme. XVI. 95 


ein Zusatz von vorgereinigter Cozymase fiir die Wirkung von 
dialysierter Dehydraselésung unerlaBlich ist. 

Vom Standpunkt unserer gegenwirtigen Kenntnisse iiber 
(odehydrase-bedingte Dehydrasesysteme ergaben sich nun neue 
Fragestellungen, deren Entscheidung von Interesse sein mubte. 
Wir wahlten fir die vorliegenden Versuche Erbsensamen als 
Ausgangsmaterial und _ stellten daraus durch Extraktion mit 
sekundirem Phosphat Dehydraselésungen her, die wir durch 
Ammoniumsulfatfillung und Dialyse reinigten. 

Die Frage nach der Codehydrase-Spezifitiit, die durch den 
Versuch von Andersson noch nicht beriihrt war, weil die damals 


| yerwendeten Cozymasepriiparate noch Codehydrase Il (Warburg 


und Christians Co-Ferment) enthielten, wurde dahingehend be- 
antwortet, daB die Ameisensdure-apodehydrase spezifisch auf Co- 
dehydrase I (Cozymase) evngestellt ist. Da bei der Einwirkung 


des vollstiindigen Dehydrierungssystems auf Ameisensiure CO, 


entsteht, so verliuft die Primirreaktion der Dehydrierung nach 
der Gleichung 


(1) HCOOH + D¥-Cok = ©O, + D*-Co'H,, 


wobei DF das Symbol fiir Formico-apodehydrase und Co! das 
Symbol fiir Codehydrase I darstellen. 

In der vorangehenden Mitteilung*) dieser Untersuchungsreihe 
haben wir versucht, eine Systematik der Codehydrase-bedingten 
Dehydrasesysteme auf Grund der Gleichgewichtslage ihrer Primir- 
reaktion zu geben. Systeme, bei denen der der Gl.(1) analoge Vor- 
gang weit nach links verschoben ist, iitben bei gekoppelten Oxydo- 
reduktionen zwischen zwei Dehydrasesystemen die Funktion des 
wasserstoffaufnehmenden Systems (,,Acceptorsystems“) aus; das 
Holoenzym wirkt als Reduktase des héher oxydierten Reaktions- 
partners. Typische Systeme solcher Art sind die der Acetaldehyd- 
und der Brenztraubensaéurereduktion, z.B. bei Girung und Glykolyse. 
Dagegen dirften Dehydrasen, welche die Reaktion Aldehyd=Siure 
katalysieren, der Gruppe der ,,Donatorsysteme“ angehéren; in 
solchen Systemen ist das Gleichgewicht weit zugunsten der Siure 
und damit der Dihydro-codehydrase verschoben. Ein typisches 
System dieser Gruppe ist das Warburgsche Codehydrase II- 
spezifische System der Dehydrierung von Phosphohexose zu Phos- 


|} phohexonsiure. Fiir die Existenz des umgekehrten Vorgangs, also 


‘) Euler, Adler u. Giinther, Diese Z. 249, 1 (19387). 
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der enzymatischen Reduktion einer Carboxylgruppe zur Aldehyd- 
gruppe, gibt es bisher kaum Anhaltspunkte. 

Fiir das System der Ameisensiiuredehydrierung war zu er. 
warten, daf das Gleichgewicht der Primirreaktion nach rechts 
verschoben ist, denn es ist nicht wahrscheinlich, daB eine Reduk- 
tion von CO, zu Ameisensiure durch die reduzierte Holodehy- 
drase D—CoH, leicht vollzogen wird. Wir finden tatsichlich, dab 
Cozymase wm System Format + Apodehydrase sehr wettgehend in 
Dihydrocozymase tibergefiihrt wird; es liegt also eine ,,Dehydrase‘ 
im eigentlichen Sinne vor. 

Das isolierte System der Formicodehydrase unterscheidet 
sich in einem Punkte grundlegend von allen bisher bekannten 
Codehydrase-bedingten Systemen. Es wird namlich durch HCN 
in kleiner Konzentration stark gehemmt, gleichgiltig ob man 
Methylenblau oder Sauerstoff als Endacceptor verwendet. Da 
die iibrigen Komponenten des Systems die gleichen sind wie bei 
den anderen analog zusammengesetzten Dehydrasesystemen, so 
muB die HCN-Hemmung an der Apodehydrase selbst angreifen. 
Ob sie auf einen Schwermetallgehalt der Apodehydrase schlieBen 
lat, kann jedoch noch nicht mit Sicherheit gesagt werden. 


Versuche. 
1. Darstellung der Apodehydrase. 


200 g getrocknete Samen von griinen Erbsen (vorjihrige Ernte) liibt 
man iiber Nacht in Leitungswasser quellen, zerkleinert sie in einer Fleisch- 
hackmaschine und extrahiert mit 500 ccm 0,1 m-Na,HPO, durch griindliches 
Verreiben und 2—8stiindiges Stehenlassen. Man preBt hierauf durch 
Tiicher ab und versetzt den triiben PreSsaft mit Ammoniumsulfat (60 g 
pro 100 ccm Extrakt) Die Fillung wird auf Kieselgur, der in einem 
Biichnertrichter ausgebreitet ist, abgesaugt; der Filterkuchen wird mit 
200 ccm Wasser gut verrieben und wiederum abgesaugt. Das Filtrat, 
welches nun die Apodehydrase enthilt, wird 16—24 Stunden in Cellophan- 
schliuchen gegen flieBendes Wasser dialysiert; hierbei entsteht eine reich- 
liche Fillung (Globuline), die abzentrifugiert und verworfen wird. Um 
eine gute wirksame Dehydraselésung zu erhalten, wird die dialysierte 
Lésung im Vakuum (Badtemp. 25—30°) auf etwa 50 ccm eingeengt. War 
die erste Dialyse nicht ausreichend, so fallen aus der konzentrierten 
Lésung bei weiterer 8—4stiindiger Dialyse noch mehr unwirksame hoch- 
molekulare Verunreinigungen aus. Die Dehydraselésung ist dann auber- 
dem weitgehend von Donatoren befreit. Die schlieBlich erhaltene opaleszente, 
schwach gelb gefirbte Lisung enthilt neben der Formicodehydrase eine 
ebenfalls gut wirksame Alkoholdehydrase; beide Wirkungen nehmen beim 
Aufbewahren der Lésung im Eisschrank im Laufe von 10—20 Tagen er- 
heblich ab. 
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2. Das System der Formicodehydrase. 


a) Methylenblau als Acceptor. — Aus Tab. 1 geht hervor, 
daB Cozymase zum Zustandekommen der Dehydrierung erforder- 
lich ist; die Kontrollversuche dienen zur Charakterisierung der 
Apodehydraselésung. 


Tabelle 1. 


Enzymlésung nach Abschnitt 1. — Substrat 0,5 m-Na-Formiat. — 
Cozymase 1 mg/cem. — Flavinenzym, chloroformgereinigt, 0,30 mg/ccm. 
— 0,5 m-Phosphatpuffer, py = 7,6. — 0,02 °/,iges Methylenblau. Thun- 
bergmethodik. 
































Ver- Apo- Co- | Flavin- ae a ne 
such | Formiat dehydrase] zymase} enzym Puffer | Wasser a owl 
Nr. ecm cem ecm cem ccm ccm ecm Min. 

1 | 0,25 0,25 0,25 | 0,25 | 0,25 | — 0,5 5 

2 ia 0,25 0,25 | 0,25 | 0,25 | 0,25 | 0,5 154 

3 | 0,25 0,25 — | 0,25 | 0,25 | 0,25 | 0,5 > 360 

4 aa 0,25 — | 0,25 | 0,25 | 0,25 | 0,5 > 360 

5 | 0,25 0,25 1°02 | — 0,25 | 025 | 0,5 5 

6 | 0,25 0,25*) | 0,25 | 0,25 | 0,25 | — 0,5 > 360 


*) Apodehydrase hitzeinaktiviert. 


Codehydrase-Spezifitat. — In Tab. 2 ist die Wirkung 
von reiner Codehydrase I verglichen mit der Wirkung eines 
Priparates von Codehydrase II aus Hefe, welches noch Cozymase 
als Begleitstoff enthielt. Es ergab sich, dab die Wirksamkeit des 
letzteren Priparates nicht gréBer war, als seinem Gehalt an Co- 
zymase entsprach. Codehydrase Il hatte also in diesem System 
keine Co-Enzymwirkung. 


Tabelle 2. 


Reine Cozymase 60 Co-Einheiten pro ccm. — Codehydrase II- 
Priparat, 10 mg pro cem, enthaltend 60 Co-Kinheiten Cozymase. (Beide 
Lésungen sind gleichzeitig mit ein und demselben Apozymasepriiparat aus- 
gewertet worden.) Ubrige Lésungen und Zusammensetzung der Versuchs- 
mischung wie Tab. 1, Versuch 1. 


























Versuch Entfirbungs- 
Nr. Codehydrase zeit (Min.) 
1 8 Co-Einh. reiner Cozymase ........ 17 
2 6 Co-Einh. __,, See eet bee ae a a ee 9 
3 15 Co-Einh. __s,, eee a Se ee 6,5 
4 0,05 cem Cod. II, enth. 3 Co-Einh. Cozymase 19 
5 0,10 cem Cod. II, ,, 6 Co-Einh. ss 10 
6 0,25 cem Cod. II, ,, 15 Co-Kinh. ~ 1 









































98 Erich Adler und Motnahalli Sreenivasaya, 


Substratkonzentration. — In Fig. 1 ist die Abhingigkeit 
der Reaktionsgeschwindigkeit von der Formiatkonzentration wieder- 
gegeben. Die Affinitatskonstante nach Michaelis (K,), d.i. die- 
jenige molare Substratkonzentration, welche notwendig ist, um die 
halbe maximale Aktivitét hervorzurufen, wurde zu 0,007 gefunden; 
sie liegt im Vergleich zu anderen Dehydrasen und auch zur Formi- 
codehydrase in Colibakterien®*) verhiltnismifBig hoch. Es ist je- 
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Fig. 1. Abhingigkeit der Reaktionsgeschwindigkeit von der Formiatkonzentration. 
Thunbergmethodik. Versuchsansitze wie zu Versuch 1 in Tab. 1, nur variierende Substrat- 
menge, und an Stelle von Phosphatpuffer 0,5 m-Acetatpuffer py = 5,8. 


doch nicht ausgeschlossen, daf in der lebenden Zelle in dieser 
Hinsicht giinstigere Verhiltnisse vorliegen als bei der losgetrennten 
Dehydrase. 


b) Sauerstoff als Acceptor. Ein Reaktionsgemisch, be- 
stehend aus Natriumformiat, Apodehydrase und Cozymase, zeigt 
eine nur sehr geringfiigige Sauerstoffaufnahme (Fig. 2, Kurve 1). 
Erst Zusatz von Flavinenzym bewirkt mit steigender Konzen- 
tration steigende Sauerstoffzehrung (Kurven 2 u. 3). Im anaeroben 
Versuch (Tab. 1, vgl. Versuche 1 u. 5) war der Zusatz von Flavin- 
enzym ohne beschleunigende Wirkung gewesen; dies muf so er- 
klirt werden, da8 das anaerobe System durch den Flavinenzym- 
gehalt der Apodehydraselésung, der zu etwa 2 y Lactoflavin per 
Kubikzentimeter bestimmt wurde, bereits optimal aktiviert war. 


5®) Stephenson u. Stickland, Biochemic. J. 26, 712 (1932). 
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Offenbar reicht aber diese Konzentration nicht aus, um die Sauer- 
stoffaufnahme auf eine betrichtliche Geschwindigkeit zu bringen. 
Man muB deshalb wohl annehmen, daB die Reoxydation des 
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Fig. 2. Sauerstoffaufnahme. 
Versuchsansa&tze: 0,75 ccm Apodehydrase + 0,5 ccm 0,5 m-Acetatpuffer py = 5,9 und 
aus Anhingen 0,25 ccm 0,5 m-Natriumformiat + 0,1 ccm Cozymase entsprechend 0,5 mg. — 
Ferner: Kurve1: kein Zusatz. Kurve 2: 0,25 ccm Flavinenzym (entsprechend 12,5 mg 
,,Chloroform-gereinigtes‘‘ Priparat). Kurve 3: 0,5.ccm Flavinenzym. Kurve 4: 0,5cem hitze- 
inaktiviertes Flavinenzym. Kurve 5: 30y Lactoflavin. Alle Ansitze mit Wasser auf 
2,35 ccm erginzt. Im Einsatz der konischen AtmungsgefiBe 0,2 ccm 10°/,iges KOH, 
Versuchstemperatur 30°. 














; 4 L e 4 rn ennai 4 
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 
—» Min,—> 
Fig. 3. Atmungssteigernde Wirkung von Methylenblau. 
Versuchsansitze wie zu Kurve 1 in Fig. 2. Ferner: Kurve 1: kein Zusatz. Kurve 2: 0,5 ccm 
Flavinenzym. Kurve 3: 0,25 ccm 0,02°/,iges Mb. Kurve 4: 0,5 ccm Flavinenzym + 0,25 ccm 
0,02°/,iges Mb. Kurve 5: 0,1 ccm 0,1°/,iges Mb. Kurve 6: 0,25 ccm 0,1 °/,iges Mb. 


Leukoflavinenzyms durch Methylenblau erheblich rascher vor sich 
geht als durch molekularen Sauerstoff. Hitzeinaktiviertes Flavin- 
enzym (Kurve 4) kann die Wirkung der frischen Flavinenzym- 
lésung nicht ersetzen; die wenig ausgeprigte Atmungssteigerung 
wird in ihnlicher Weise durch Zusatz von 30 y Lactoflavin hervor- 
gerufen (Kurve 5). 
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Zusatz von Methylenblau bewirkt eine kriftige Atmungs. 
steigerung, auch im Versuch ohne besonderen Zusatz von Flavin- 
enzym (Fig. 3). Diese Erscheinung kann vielleicht durch folgende 
Annahmen erklirt werden: Einmal erfolgt die Reoxydation der 
sehr kleinen stationiir vorhandenen Leukoflavinenzymmenge durch 
Methylenblau an sich rascher als durch Sauerstoff; fernerhin ist 
im Versuch mit Methylenblau das Angebot an_,,autoxydablem“ 
Wasserstoff und damit auch die Sauerstoffaufnahme gréBer als im 
methylenblaufreien Versuch, weil die Konzentration des zugesetzten 
Methylenblaus und damit auch die des Leukomethylenblaus grifer 
ist als die des Leukoflavinenzyms. 

Die im Versuch zu Kurve 2 (Fig. 3) zugesetzte Flavinenzymmenge 
betriigt etwa 47, als Lactoflavin berechnet; da der Kigengehalt der zu- 
gesetzten Dehydraselésung etwa 1,5 y gebundenes Lactoflavin betriigt, so ent- 
hilt der Ansatz insgesamt etwa 5,5 y oder 1,5-10~* Mol gebundenes Lacto- 
flavin. Dagegen enthilt Ansatz 3 mit der kleinsten Methylenblaumenge 
bereits 50 y oder 13-10~* Mol Methylenblau, Ansatz6 mit der gréBten 
Methylenblaumenge sogar 250 y oder 65-10~® Mol Methylenblau. 

Wieweit die verschiedene absolute Autoxydationsgeschwindigkeit der 
beiden Leukofarbstoffe hierbei eine Rolle spielt, miiBte allerdings besonders 
beriicksichtigt werden. 

Die atmungssteigernde Wirkung des Methylenblaus in Co- 
dehydrase—Flavinenzym-Systemen wird unseres Erachtens durch 
die oben gemachten Annahmen, die noch experimentell zu priifen 
wiren, einer Deutung zuginglich. Sie berechtigt jedenfalls nicht 
zu der Annahme [D. E.Green)|, daB die Hauptreaktion durch eine 
direkte Reoxydation der Dihydrocodehydrase durch Methylenblau 
und anschlieBende Autoxydation des Leukomethylenblaus, also 
ohne Mitwirkung des Flavinenzyms, zustande kame. Wir haben 
fiir eine solche Annahme in besonderen Versuchen °) iiber die De- 
hydrierung von isolierter Dihydro-Cozymase durch Methylenblau 
und andere Redoxfarbstoffe keinen Anhaltspunkt gefunden, sondern 
stellten im Gegenteil fest, daB die Kinschaltung einer kleinen Menge 
Flavinenzym zwischen CoH, und Acceptor in allen Fallen eine 
sehr starke Erhéhung der Reaktionsgeschwindigkeit zur Folge hat. 


Die Reaktionsgleichung. — Zur Bestimmung des respira- 
torischen Koeffizienten im isolierten System der Ameisensiure- 
dehydrierung wurden zwei AtmungsgefiBe mit derselben Versuchs- 
mischung angesetzt, wie sie fiir Kurve 3 in Fig. 2 angegeben ist. 





5) Biochemie. J. 30, 1409 (1936). 
6) Adler u. Euler, Sv. Vet. Akad. Ark. f. Kemi 12 B, Nr. 36 (1937). 











































un gs. 
lavin- 
gende 
n der 
durch 
in ist 
blem“ 
is im 
stzten 
roBer 


menge 
er Zu- 
30 ent- 
Lacto- 
menge 
rOBten 


it der 
ynders 


30 
lurch 
riifen 
nicht 

eine 
iblau 

also 
aben 
. De- 
iblau 
dern 
enge 
eine 
hat. 
pira- 
jure- 
ichs- 
. ist. 


937). 





Uber die Komponenten der Dehydrasesysteme. XVI. 81 


Im Einsatz des GefaiBes 1 befand sich wie gewéhnlich KOH zur 
Aufnahme der gebildeten CO,; GefaiB 1 lieferte den Wert fiir den 
aufgenommenen O,. GefiiB 2 enthielt keine KOH. Aus der Druck- 
differenz zwischen Versuch 1 und 2 erhielt man die in Versuch 2 
an den Gasraum abgegebene CO,; nach Beendigung des Versuchs 
(120 Minuten) wurden aus dem zweiten Anhang von GefaB 2 
0,5 com 4n-H,SO, eingekippt, wodurch die in Lésung gehaltene 
CO, freigesetzt wurde. Parallelversuche ohne Formiat lieferten 
kleine Korrekturwerte, die in Rechnung gezogen wurden. Es er- 
gab sich, daB 110 ccm O, aufgenommen und 230 cmm CO, ge- 
bildet worden waren, also 0,:CO, = 1:2,09. Demnach wiirde 
sich fiir die Reaktion zwischen Ameisensiiure und Sauerstoff die 
Gleichung 


+ (2) HCOOH + 10, = H,O + CO, 


ergeben. 

Vermutlich ist aber das gemessene Verhiltnis O,:CO, nicht 
das der eigentlichen Reaktion entsprechende. Man muf vielmehr 
annehmen, daB, wie in analogen Fallen nachgewiesen, die end- 
giiltige Reaktion des vom Substrat abgelésten Wasserstoffs mit dem 


| molekularen Sauerstoff nach der Reaktion FH, + O, = F + H,0, 


(f = Flavinenzym) erfolgt, d. h., daB die von 1 Mol. Ameisensiure 
stammenden 2 Wasserstoffatome iiber die Dihydro-Cozymase und 


| Flavinenzym schlieBlich mit 1 Mol. Sauerstoff unter Bildung von 


H,O, reagieren. Wenn man im Versuch dennoch nicht das dem- 


/ nach erwartete Verhiltnis O,:CO, = 1:1 findet, so kann dies 


damit erklart werden, daB die in der Apodehydraselésung ent- 
haltene Katalase das gebildete H,O, zerlegt und daB somit 4 Mol. O, 
wieder an den Gasraum zuriickgegeben wird. 

Die von uns verwendete Apodehydraselésung enthilt tatsichlich 
stark wirksame Katalase. Es darf mit Sicherheit angenommen 
werden, daB auch in den von friiheren Autoren ausgefiihrten Ver- 
suchen iiber Formiatdehydrierung durch lebende, abgetitete oder 
zerstérte Bakterien®) stets Katalase anwesend war [der Katalase- 
gehalt der meist verwendeten Colibakterien ist betrichtlich’)]; es 
ist deshalb durchaus méglich, daB an Stelle der experimentell 
ermittelten Reaktionsgleichung (2) folgende Gleichung (3) fiir die 
eigentliche Reaktion der Formiatdehydrierung zu setzen ist: 


(3) HCOOH + 0, = H,0, + CO,. 





") Vgl. Fujita u. Kodama, Biochem. Z. 232, 30 (1931). 
8) Vgl. z. B. Stickland, Biochemie. J. 23, 1187 (1929). 
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Die Auflésung dieser Bilanzgleichung in die enzymatischep 
Teilreaktionen ergibt sich aus Gl. (1) und der bekannten Weiter. 
leitung des Wasserstofis von der CoH, zum O, durch das Flavin. 
enzym, 


3. Die Primirreaktion der Dehydrierung [Gl. (1)]. 


Die Bildung von Dihydrocozymase im Gemisch von 
Formiat, Apodehydrase und Cozymase wurde durch spektrophoto- 
metrische Messung der charakteristischen Absorption bei A = 334 mu 
verfolgt. Aus Fig. 4*) ergibt sich, daB 85°/, der eingesetzten Co- 
zymase in die Dihydroform iibergefiihrt worden sind, wobei an- 
genommen ist, daB das verwendete Cozymasepriparat 100°/,ig war. 
Rechnet man mit einer gewissen Verunreinigung des Cozymase- 
priparates (durch nicht véllig abgetrennte Begleitstoffe oder durch 
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Fig. 4. Bildung von Dihydro-Cozymase. 


1,5 cem 0,5 m-Natriumformiat + 0,25 ccm Formico-A podehydrase + 0,05 ccm (0,1 mg) Co- 
zymase + 2,0 ccm 0,5 m-Na,HPO,. Berechnet fiir vollstindige Hydrierung der Cozymase 
e = 0,31, gef. « = 0,27. 


Wasser), so kommt man zu einem noch héheren Prozentsatz an 
gebildeter CoH,. 

Daraus geht hervor, daB Reaktion (1) praktisch vollstindig 
in der Richtung nach rechts abliuft. Die Frage, ob iiberhaupt 
eine reversible Reaktion vorliegt, ist noch nicht entschieden; 
durch Einleiten von CO, bei gewéhnlichem Druck lieB sich jeden- 
falls eine Abnahme der CoH,-Extinktion nicht herbeifihren. 

Fiir die Anhiufung der Dihydro-cozymase ist die Dissoziation 
der Holodehydrase eine notwendige Voraussetzung. 


*) Wir danken Herrn fil. kand. G. Giinther fiir die Ausfiihrung dieses 
Versuches. 
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4. Beeinflussung des Dehydrasesystems. 


a) p,-Abhangigkeit (Fig. 5). Das p,-Optimum der Formi- 
codehydrase, gemessen an der Geschwindigkeit der Methylenblau- 
entfirbung im vollstindigen System, liegt zwischen p,, = 5,5 und 6. 
Nach der sauren Seite erfolgt ein steiler Abfall der Wirksamkeit, 
wihrend diese gegen den Neutralpunkt langsamer abnimmt und im 
alkalischen Gebiet anscheinend bis etwa p,, = 8,5 annihernd kon- 
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Fig. 5. py-Abhingigkeit. 


| Methylenblauversuch, entsprechend Versuch 1 in Tab.1. Ausgezogene Kurve Formiat, 


gestrichelte Kurve Athylalkohol als Substrat. Ordinate: 100/Entfarbungszeit (¢ Min.). 
O = Acetatpuffer, x = Phosphatpuffer, 4 = Veronalpuffer. py nach dem Versuch elektro- 
metrisch bestimmt. 


stant bleibt. Wie weit diese Form der p,-Kurve von den ver- 
schiedenen Teilreaktionen bedingt wird, laBt sich nicht sagen; die 
p,-Abhingigkeit der Primirreaktion soll durch spektrometrische 
Messung der CoH,-Bildung bei verschiedenem p,, noch festgestellt 
werden. 


Die Lage des Optimums ist jedenfalls sicher durch die 
Apodehydrase selbst bestimmt; dies ergibt sich daraus, daB das 
Optimum der mit der gleichen Enzymlésung hervorgerufenen 
Alkoholdehydrierung — in welche auBer der von der Formi- 
codehydrase verschiedenen Alkoholapodehydrase die gleichen Kom- 
ponenten eingehen wie in das System der Ameisensdiuredehydrierung 
— im alkalischen Gebiet liegt, wie ebenfalls aus Fig. 5 hervor- 
geht. Der Verlauf des hier bestimmten Teiles der p,,-Kurve fiir 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCXLIX. 3 
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die Alkoholdehydrase aus Erbsen entspricht im iibrigen der fi; 
die Alkoholdehydrase aus Hefe ermittelten p,-Abhangigkeit®), 


Zum Vergleich sei bemerkt, da’ das pq-Optimum der Formicodehydrage 
in Bact. coli fiir die aerobe Reaktion um py = 6, fiir die anaerobe un 
Po =7 ermittelt wurde’). Die Form der diesbeziiglichen Kurven zeigt 
in bezug auf den flachen Verlauf zwischen dem Optimum und py = 3 
Ahnlichkeit mit unserer Kurve. 

b) Hemmung durch Blausiure.e — Hemmung der 
Methylenblauentfirbung. — Uberraschenderweise ergab sich, 
daB die anaerobe Formiatdehydrierung durch KCN sehr stark 


gehemmt wird (Tab. 3). 
Tabelle 3. 


0,01 m-Kaliumeyanid, neutralisiert. — Ubrige Lésungen wie zu Tab. 1: 
Versuchsansatz wie zu Versuch 1, Tab. 1, jedoch kein Flavinenzymzusatz. 

















Versuch 0,01 m-KCN Entfidrbungszeit 

Nr. eem Minuten 
1 (ohne Formiat) _ 190 
2 9 0,25 140 
3 (mit Formiat) — 11,5 
— m 0,05 48 
cue . 0,10 110 
a 4 0,25 140 








Blausiurehemmung wurde bisher bei keinem der jetzt be- 
kannten Codehydrase-bedingten Systeme — sei es im anaeroben 
oder aeroben Versuch — festgestellt, und bei anderen Dehydrasen 
nur im Falle der Xanthindehydrase, wo jedoch die Hemmung 
durch Cyanid eine Zeitreaktion ist). Da bei der Formico- 
dehydrase ebenso wie bei den analog zusammengesetzten Systemen 
die Ubertragung des Wasserstoffs von der Dihydrocozymase woll 
durch keine andere Komponente als das Flavinenzym erfolgt, 
muB angenommen werden, dab die Blausiurehemmung an der 
Apodehydrase selbst angreift. 


Hemmung der Sauerstoffaufnahme. — Fig. 6 zeigt, 
daB, wie die Mb-Entfarbung, auch die durch Flavinenzym ver- 
mittelte Sauerstoffaufnahme durch steigende Mengen KCN i 
steigendem MaBe gehemmt wird. Bei einer molaren Konzentration 





*®) Euler, Adler u. Hellstrém, Diese Z. 241, 269 (1936). 

% Cook u. Alcock, Biochem. J. 25, 523 (1981). 

") Keilin u. Hartree, Proc. Roy. Soc. B, 119, 114 (1936). — Leloir 
u. Dixon, Enzymologia 2, 81 (1937). 
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f yon 0,4-10-* hemmt HON um etwa 50°/,, bei 5facher Kon- 
| zentration praktisch vollstindig (Kurven 1—4). Auch die durch 
| Methylenblauzusatz gesteigerte Atmung wird durch KCN stark 
| herabgesetzt (Kurven 5 und 6). Daraus geht hervor, daB Methylen- 


blau nicht etwa an die Stelle eines Schwermetall-haltigen Uber- 


‘ trigers getreten ist, sondern daB der Angriffspunkt des KCN in 
| einer der bekannten Komponenten des Systems, also wahrschein- 


lich der Apodehydrase, zu suchen ist. 


100 
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Fig. 6. Blausiurehemmung. 


Versuchsansitze wie zu Fig. 2. Ferner: Kurvel: 0,6ccm Flavinenzym. Kurve 2: wie 1, 

plus 0,4-10-* m-KCN (molare Konzentration im Versuchsansatz). Kurve 3: wie 1, plus 

10 m-KCN. Kurve 4: wie 1, plus 2-10-* m-KCN. Kurve 5: 0,25 ccm 0,1°/,iges Mb. 
Kurve 6: wie 5, plus 4-10-* m-KCN. 


Aus besonderen Versuchen ergab sich, daB die Dehydrierung 
von Alkohol durch die Apodehydraselésung aus Erbsen weder 
im Methylenblau- noch im Sauerstoff-Versuch durch KCN gehemmt 
wird, ein deutlicher Hinweis auf die Verschiedenheit von Formico- 
und Alkohol-apodehydrase, sowie auf die Spezifitit der Blausiure- 
hemmung gegeniiber dem ersteren Enzym. 

Die naheliegendste Annahme zur Erklirung der Blausiure- 
hemmbarkeit ist die eines Schwermetallgehaltes der Apodehydrase. 
Dabei wire entweder eine feste Bindung des Schwermetalls im 
Dehydrasemolekiil oder die Notwendigkeit eines aktivierenden 
Schwermetallions in Betracht zu ziehen. 


Die eben beschriebene Blausiiurehemmung der Formicodehydrase aus 
Erbsensamen findet sich, soweit sich aus den Angaben der Literatur ent- 
nehmen laBt, nicht in gleicher Weise bei der Bakteriendehydrase wieder. 

or 
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Cook, Haldane und Mapson"”’) fanden, da8 die Methylenblaureduktioy 
bei Verwendung von Toluol-behandelten Bukterien nicht Blausiiure. 
hemmbar ist. Die Sauerstoffaufnahme zwar wurde durch KCN stark ge. 
hemmt, jedoch trat dieselbe Hemmung auch bei Verwendung von Succinat 
und eine — bei einer molaren KCN-Konzentration von 107? ebenfalls 
volistiindige — Hemmung auch bei Verwendung von Lactat als Wasserstoff. 
donator ein. Es ist offensichtlich, daf bei diesen Oxydationen, wie die 
Autoren selbst annehmen, Fe-haltige Oxydationskatalysatoren mitwirkten, 
ohne die ja eine Verbrennung des Succinates gar nicht eingetreten wire, 
Wenn also in der anaeroben Reaktion mit der Bakteriendehydrase eine 
Blausiureempfindlichkeit itiberhaupt nicht festgestellt wurde, so gilt fiir den 
aeroben Versuch, daB die Blausiurehemmbarkeit jedenfalls nicht allein auf 
die Formicodehydrase zurickgefiihrt werden kann. 

Die englischen Forscher’*) sprechen aber auf Grund einer anderen 
Beobachtung, nimlich der Hemmbarkeit der Formiatdehydrierung (B. coli, 
Thunbergversuch) durch typische Schwermetallreagentien, wie 8-Oxy- 
chinolin-sulfosiure und 1-Amino-8-naphthol-4-sulfosiiure, die Vermutung aus, 
dab die Formicodehydrase der Bakterien Kupfer enthalte. Der Hemmungs. 
effekt wurde von den Autoren im aeroben System nicht beobachtet, viel- 
leicht weil dort die Geschwindigkeit durch die Konzentration der 
Sauerstoff-aktivierenden Katalysatoren begrenzt war. 

Wir haben an der Erbsendehydrase bisher nur die Wirkung von 
8-Oxy-chinolin gepriift und fanden bei py = 7,6 im normalen Thunberg. 
versuch (Entfirbungszeit 11 Minuten) durch Zusatz von 0,25 cem einer ge- 
sittigten wiBrigen Lésung von Oxychinolin eine nur wenig ausgepriigte 
Hemmung (Entfirbungszeit 15 Minuten). In einem Versuch bei py = 5, 
waren die Entfirbungszeiten ohne bzw. mit Oxychinolin 11,5 bzw. 12,5 Minuten, 
in einem Versuch bei pq = 5,7 erhielt man 9 bzw. 10 Minuten. Auch im 
aeroben Versuch konnte eine deutliche Hemmung nicht festgestellt werden. 

Die Frage, ob die Blausiiurehemmbarkeit der Formicodehydrase aus 
Erbsen auf einen Schwermetallgehalt des Enzyms schlieBen liBt, erscheint, 
insbesondere im Hinblick auf die mangelnde Hemmungswirkung des Oxy- 
chinolins, noch unentschieden. Auch Pyrophosphat, das als Schwermetall: 
Komplexbildner gilt, blieb ohne deutliche Hemmungswirkung, wihrend 
Glutathion eher eine geringfiigige Aktivierung als eine Hemmung hervorriet. 


Kin Angriffspunkt der KCN-Wirkung kénnte auch darn 
erblickt werden, daB das KCN auf Grund seiner reduzierenden 
Kigenschaften etwa die Uberfiihrung von SS-Gruppen in SH- 
Gruppen hervorruft. Diese Eigenschaft liegt ja der aktivierenden 
Wirkung des KCN auf Proteasen'*) zugrunde; man miiBte dann 
allerdings annehmen, daB die gleiche Reaktion, die bei den 
Proteasen eine Aktivierung bewirkt, bei der Formicodehydrase 
zu einer Inaktivierung fihrt, d. h., daB die SS-Gruppen fiir die 
Funktion der Apodehydrase unerliflich seien. Wenn eine solche 


12) Biochemie. J. 25, 534 (1931). 
18) Vgl. z. B. A. Purr, Biochemic. J: 29, 18 (1935). 
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Hypothese richtig ware, dann miiBten auch andere Stoffe, welche 
ebenso wie KCN die Reaktivierung von inaktiven Proteasepripa- 
raten hervorrufen, hemmend auf die Formicodehydrase wirken. 
Ascorbinsiure und Ascorbinsiiure-Fe", welche z. B. inaktives 
Kathepsin reaktivieren !4), tiben jedoch auf die Formiatdehydrierung 
keinen hemmenden, eher einen schwach aktivierenden EinfluB aus. 
Dadurch kann gleichzeitig eine weitere Méglichkeit fiir die KCN- 
Hemmung ausgeschlossen werden, die darin zu suchen wire, dab 
KCN in der Apodehydraselisung enthaltene Proteasen aktiviert, 
so daB diese zu einer proteolytischen Zerstérung der Apodehydrase 
befiihigt werden. Eine solche Annahme ist schon deshalb un- 
wahrscheinlich, weil ja andere Dehydrasen in derselben Lisung 
(Alkoholdehydrase) durch KCN unbeeinfluBt bleiben. 


SchlieBlich kann in Betracht gezogen werden, daB die KCN-Hemmung 


} durch Blockierung einer fiir die Wirkung wichtigen Gruppe der Apodehy- 


drase, etwa einer Aldehyd- oder Carbonylgruppe zustande kommt. Quastel 
und Woolridge*) fanden aber, daB typische Carbonylreagentien die 
Formicodehydrase in ruhenden Bakterien nur wenig schidigen — mit Aus- 
nahme des Phenylhydrazins, welches auch andere Dehydrasen hemmte — 
wihrend 1°/,iges KCN die Formicodehydrase inaktiviert. 


Zusitze von Fe™-, Fe’- und Mn”-Salzen in 10~* molarer 


Konzentration waren im anaeroben Versuch ohne Effekt. 


B. Alkoholdehydrase. 
Die Alkoholdehydrase an Pflanzensamen ist, wie die aus Hefe, 


| auf Codehydrase I spezifisch eingestellt, wie aus T'ab. 4 hervorgeht. 

















Tabelle 4. 

Dehydraselésung aus Erbsen, dargestellt nach Abschnitt 1. — 
Cozymase- und Codehydrase II-Lésungen wie zu Tab. 2, — Als 
Substrat 10°/,iger Alkohol. 

Versuch [ye res 
Nr. Codehydrase zeit (Min.) 

1 — > 360 

2 80 Co-Einh. Cozymase ........... 5,5 

3 15 Co-Kinh. a er ae ee ee ee 16 

4 0,5 cem Cod. II, enth. 30 Co-Kinh. Cozymase 6,5 

5 0,25eem Cod. II, ,, 15 Co-Einh, - 18 











4) Karrer u. Zehender, Helvet. chim. Acta 16, 701 (1933); Euler, 
Karrer u. Zehender, Ebenda 17, 157 (1984). Vgl. auch Purr, Anm. 13. 
1) Biochemic. J. 21, 1224 (1927). 
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Es war von besonderem Interesse, die Primarreaktion 
der Alkoholdehydrierung durch das Enzym aus Erbsensamen 


(4) CH,CH,OH + D4-Co' = OCH,CHO + D4-Co!H, 


in bezug auf p,-Abhangigkeit und Gleichgewichtslage mit der 
Alkoholdehydrase aus Hefe zu vergleichen. In Fig. 7 sind die 
bei verschiedenen p,,-Werten gebildeten Dihydrocozymasemengen 
im System der Alkoholdehydrase aus LErbsen angegeben’, 
Ganz analog wie bei der Hefedehydrase wachst auch hier die 
Geschwindigkeit der Dehydrierungsreaktion mit steigendem p,, 
wie auch schon aus dem in Fig. 5 wiedergegebenen Kurvenast 
fir die p,-Abhangigkeit der Methylenblau-Entfarbung hervorgeht. 











Qu} 4,*,0 
fest 
WwW 
: biti 
QO 
————~0f, :60 
i 





0 5 70 1S 20 


—- Nin. 


Fig. 7. Dihydro-Cozymase-Bildung und Gleichgewicht bei Alkoholdehydrierung durch 
Erbsendehydrase in Abhingigkeit vom py. 


Versuchsmischung: 1,5 cem 0,3 m-Athylalkohol + 0,1 com Apodehydrase + 0,3 ccm Cozymase 
(0,3 mg) + 2 ccm 0,5 m-Phosphatpuffer von verschiedenem py + 0,6 ccm Wasser. Cozymase- 
zusatz erfolgt zuletzt, sodann Messung der Extinktion « bei 4 = 334 mu. 


Da, wie in Analogie zur Hefedehydrase anzunehmen ist, der 
umgekehrte Vorgang mit steigendem p,, langsamer verliuft, 
so erweisen sich die in der maximal erreichten Extinktion zum 
Ausdruck kommenden Gleichgewichte mit steigendem p,, zugunsten 
der CoH, verschoben, Man wird annehmen diirfen, daB in Ana- 
logie zur Hefedehydrase auch in den Geweben der héheren Pflanzen 
das Alkoholdehydrasesystem die Aufgabe hat, Aldehyd zu Alkohol 
zu reduzieren. 

In Tab. 5 sind die zu den Kurven der Fig. 7 gehérenden 
Werte fiir die Gleichgewichtskonstaate zusammengestellt. 





*) Herrn Dr. H. Hellstrém sind wir fiir die Ausfiihrung dieser Ver- 
suche zu groBem Dank verpflichtet. 
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Die Berechnung von K, = mii erfolgte nach der friher'*) 























; ~ CoH, : Ald 
_ angegebenen Formel. 
Tabelle 5. 
| Gleichgewichtskonstante K, der Alkoholdehydrase aus Erbsen. 
de i | ele 
hag | ° 
“aie Oe = annie 
Nr. (a) | total | Co | CoH, ——— 
(e) | (c—a) | (a) K, 
1 6,05 01 | 10-1075 | 9,25-10-> | 0,75-10-> | 16,6-104 
2 7,25 01 | 10-10-° | 7,6 -10-° | 2,4 -10- 1,3-104 
3 8,0 0,1 | 10610-5 | 4,9 10-5 | 5,1 -10-5 0,2-108 
Zusammenfassung. 


A. Die auf Ameisensiure eingestellte Apodehydrase aus 
Pflanzensamen (untersucht wurden griine Erbsen) verbindet sich 


spezifisch mit Codehydrase I (Cozymase) zur Holodehydrase. 


Bei der Kinwirkung der Holodehydrase auf Formiat wird 
die eingesetzte Cozymase praktisch vollstaindig in Dihydrocozymase 
iibergefiihrt; die Reversibilitét dieser primiren Reaktionsphase 
ist noch fraglich. 

Bei der Dehydrierung der Ameisensiure entsteht Kohlen- 
siure, und in dem durch Flavinenzymzusatz zur Sauerstoffaufnahme 
befahigten System entsteht auf 1/, Mol. aufgenommenen Sauerstoffs 
1 Mol. CO,; wahrscheinlich ist jedoch primar 1 Mol. O, per 1 Mol. 
gebildeter CO, aufgenommen worden, und erst sekundir durch 
Wirkung der in der Apodehydraselésung enthaltenen Katalase 
aus dem als Reaktionsprodukt gebildeten H,O, wieder */, Mol. O, 
in Freiheit gesetzt worden. 

Die Formicodehydrase wird im Gegensatz zu allen anderen 
Codehydrase-bedingten Systemen durch Blausdure stark gehemmt. 

B. Die in PHanzensamen vorkommende Alkoholdehydrase ist 
wie die Hefedehydrase Codehydrase I-spezifisch und zeigt der 
letzteren ganz analoge p,-Abhingigkeit und Gleichgewichtslage. 


1%) Euler, Adler u. Hellstrém, Diese Z. 241, 247 (1936). 














Zur Kenntnis der Glycerinaldehyd-Hemmung 
des glykolytischen Kohlenhydratabbaues. 
Von 
Erich Adler, Fernando Calvet und Gunnar Giinther. 
Mit 1 Figur im Text. 


(Aus dem Biochemischen Institut der Universitat Stockholm.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 13. Juli 1937.) 


B. Mendel) berichtete im Jahre 1929 iiber den interessanten 
Befund, daB die anaerobe Glykolyse von Jensen-Sarkom- und 
Gehirnschnitten durch kleine Mengen d,1-Glycerinaldehyd weit- 
gehend gehemmt werde, Atmung und aerobe Glykolyse aber un- 
beeinfiuBt blieben. Einige Jahre spiter teilte Ashford?) Versuche 
mit, welche die Glycerinaldehyd-Hemmung der Glykolyse in Ge- 
hirnschnitten bestitigten, und Holmes’) stellte fest, daB im 
Gegensatz zur Hemmbarkeit der Glykolyse in Gehirnbrei die 
Milchsaurebildung aus Starke oder Glucose (in Gegenwart von 
Hexokinase) im Muskelextrakt durch Glycerinaldehyd nicht ge- 
hemmt werde. Die Glycerinaldehyd-Hemmbarkeit wurde unter 
dem Kindruck dieser Versuche als spezifisch fiir einen vom Glyko- 
lysetypus des Muskels verschiedenen Glykolysetypus des Tumors, 
des Gehirns und anderer Gewebe betrachtet, was auch in einer 
vor kurzem erschienenen Mitteilung von Needham und Leh- 
mann‘), in der titber die Hemmung der Glykolyse in embryonalem 
Gewebe berichtet wird, zum Ausdruck kommt. 

Die Méglichkeit einer Aufteilung der Gewebe in solche mit 
Glycerinaldehyd-hemmbarer Glykolyse (z. B. Gehirn, Embryo, 
Tumor) und durch Glycerinaldehyd nicht hemmbare Glykolyse 
(Muskel) schien parallel zu gehen mit Beobachtungen, die man 
tiber die Verschiedenheit zwischen diesen beiden Gruppen be- 
zliglich der Veresterung von anorganischem Phosphat wiahrend 





1) Klin. Wschr. 8, 169 (1929); Mendel, Bauch u. Strelitz, Klin. 
Wschr. 10, 118 (1981). 

2) Biochem. J. 28, 2229 (1934). 

8) Ann. Rev. Biochem. 8, 395 (1934). 

*) Nature (Lond.) 139, 368 (1937); Needham, Nowinski, Cook u. 
Dixon, Nature (Lond.) 188, 462 (1936). 
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' der Glykolyse gemacht hatte. Wahrend namlich die Glykolyse 
' im Muskelextrakt von einer kraftigen Phosphatveresterung be- 
| gleitet ist®), zeigten Versuche mit anderen Geweben, da8 hier 
' keine Beziehung zwischen Phosphataufnahme und Milchsiure- 


bildung besteht”*), was zu der Auffassung fiihrte, daB wenigstens 


ein Teil der Glykolyse in solchen Geweben nicht iiber phosphory- 
' lierte Zwischenstufen verlaufe’). 


Kin dritter Umstand, welcher anscheinend den Vorgingen 
bei der Glykolyse im Muskelgewebe eine Sonderstellung gegen- 


iiber der Glykolyse in anderen Geweben zuweist, ist der, daB in 
| Muskel und Muskelextrakten wohl Glykogen, nicht aber Glucose 
| als Substrat fungiert, wihrend die anderen Gewebe offenbar aus- 
-nahmslos sowohl Glucose wie Glykogen verwerten. 


Wie wir bereits kurz mitteilten‘), priiften wir die Frage, ob 


| die Fahigkeit zum Glucoseabbau etwa dadurch erklirt werden 
| kinne, daB die betreffenden Gewebe Hexose-phosphorylase*) ent- 
' halten, welche die Umesterung von Adenosin-triphosphorsiure 


mit Hexosen katalysiert®). Dieses Enzym, welches nach Meyer- 


| hof®) identisch ist mit Hexokinase, fehlt bekanntlich im Muskel- 
| gewebe, und erst ein Zusatz des Enzyms befahigt Muskelextrakt, 
' Glucose abzubauen. Bei Versuchen mit zellfreien Glykolyse- 
| fiahigen Enzymlésungen aus Rindergehirn**) fanden wir zwar, in 


5) Meyerhof, Biochem Z. 183, 167 (1927); Euler u. Vestin, Diese Z. 


| 237, 1 (1935), 


6) Vgl. z. B. Bumm u. Fehrenbach, Diese Z. 193, 238 (1930). 
’) Vgl. Holmes, Ann. Rev. Biochem. 4, 443 (1935); Gerard, Physio- 


| logic. Rev. 12, 469 (1932). 


8. Adler, Calvet, Euleru. Giinther, Naturw. 25, 282 (1937). 

*) Zur Nomenklatur: Die Bezeichnung ,,Phosphorylase“ setzen wir 
(vel. Diese Z. 245, 217 (1937)] in Ubereinstimmung mit einem Vorschlage von 
Quastel [Ann. Rey. Biochem. 5, 25 (1936)] an Stelle der Bezeichnung ,,Hetero- 
phosphatese“®), die wir urspriinglich fiir das Enzym der Umesterung von 
ATP mit Hexose angewandt hatten. Da es nun wahrscheinlich fiir ver- 
schiedene Umesterungsreaktionen verschiedene spezifische Phosphorylasen 
gibt, halten wir es fiir zweckmiBig, eine vorliufige Unterscheidung zu 
treffen, indem wir den Namen des Phosphatacceptors vor den Namen ,,Phos- 
phorylase“ setzen. So wire z. B. Hexose-phosphorylase das Enzym 
der Umesterung ATP —-> Hexose, Kreatin-phosphorylase das Enzym der 
Umesterung ATP ——> Kreatin. 

» vy. Euler u. Adler, Diese Z. 235, 122 (1935); E. Bauer, Diese Z. 242, 
24 (1936). 

®8) Naturw. 23, 850 (1935). 

**) In der vorl. Mitt. (8), 2. Abs., wurde versehentlich ,,Rattengehirn“ 
statt ,,Rindergehirn’’ angegeben. 
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Gegenwart von Glucose, ein Verschwinden von labilem Adenosin- 
triphosphorsaure-Phosphat; die Umsiitze waren jedoch, insbesondere 
bei Zusatz von Jodessigsdure, so klein, daB wir nicht mit Sicher- 
heit aussagen kénnen, ob diese Reaktion wirklich als Teilvorgang 
fiir die gesamte Milchséurebildung in Frage kommt. 

Ob nun die Phosphorylasereaktion in ihrer einfachen, von 
der Hefe her bekannten Form in den Glykolysemechanismus bei 
Gehirn, Tumor usw. eingeht oder nicht, so besteht doch heute 
kein Zweifel mehr dariiber, daB eine Phosphorylierung des Kohlen. 
hydrats in diesen Geweben ebenso wie im Muskel erfolgt. Hierfiir 
sprechen vor allem die Befunde iiber die Teilnahme der Adenyl- 
siure (neben Cozymase) als Co-Knzym bei der Glykolyse in 
Tumor ?°), Herzmuskel!) und Gehirn!**), und weiterhin die Be- 
funde, da8 Hexose-diphosphorsiure bzw. Triosephosphorsiure in 
Gehirnextrakt}*) bzw. Herzmuskelextrakt!!) ebenso wie in Muskel- 
extrakt mit Brenztraubensiure dismutiert. 


Immerhin bleibt die Tatsache bestehen, daB in bezug auf die 
Verwertbarkeit von Glucose sowie auf das AusmaB der Phosphat- 
veresterung ein Unterschied zwischen Muskel und den iibrigen 
Geweben existiert. Es war nun denkbar, daB man durch ein 
niheres Studium der Glycerinaldehyd-Hemmung das Wesen dieses 
verschiedenen Verhaltens verstehen lernen konnte, da ja nach 
den Angaben der Literatur die Glycerinaldehyd-Hemmung fiir 
die Glucose-abbauenden Gewebe spezifisch sein sollte. 


Eine von den verschiedenen Méglichkeiten, die fiir den 
Mechanismus der Glycerinaldehyd-Hemmung hypothetisch vor- 
stellbar sind, lieB sich leicht ausschlieBen. Diese Méglichkeit 
bestand darin, daB Glycerinaldehyd bei den Oxydoreduktions- 
vorgiangen der Glykolyse entweder als wirkliches Substrat einer 
Apodehydrase fungiert, oder mit grofer Affinitaét von der Apo- 
dehydrase gebunden wird, ohne eigentlich umgesetzt zu werden. 
In beiden Fallen wiirde eine Verdraingung des glykolytischen 
Zwischenproduktes, das normalerweise als Substrat der betreffenden 
Apodehydrase fungiert, eintreten, und damit eine Hemmung der 
Glykolyse. Wir fanden aber, daB weder die Dehydrierung von 
Glycerinphosphorsiure noch von Milchséure, gemessen an der 
Bildung von Dihydro-Cozymase, durch Glycerinaldehyd beeinflubt 


1) Boyland, Boyland u. Greville, Biochem. J. 31, 461 (1937). 
1) Ochoa, Biochem. Z. 290, 62 (1937). 
1) Euler, Giinther u. Vestin, Diese Z. 240, 265 (1936). 
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| wird. Glycerinaldehyd selbst wurde weder in Muskel noch in 


Gehirnextrakt oder in Phosphatextrakten aus anderen Geweben 


| dehydriert, und auch eine enzymatische Reduktion von Glycerin- 
' aldehyd durch Dihydro-Cozymase kam mit solchen Extrakten 


nicht zustande. 


Von der Annahme ausgehend, da8 Glycerinaldehyd, wenn 


) nicht in Oxydoreduktionsvorginge, so vielleicht in die Vorginge 


der Phosphatumsetzung eingreife, untersuchten wir vergleichend 


| die Hemmbarkeit der Milchsaiurebildung aus nicht-phosphorylierten 


und phosphorylierten Kohlenhydraten. Ferner untersuchten wir 


' den KinfluB des Glycerinaldehyds auf den glykolytischen Abbau 
| der genannten Substrate vergleichend fiir Gehirn, Tumor und 
' Muskel sowie Hefe. Es ergab sich, wie hier gleich vorweg ge- 
- nommen sein soll, da der von friiheren Autoren angenommene 
| Unterschied zwischen Muskel und iibrigen Geweben nicht besteht. 
' In allen drei untersuchten tierischen Geweben bzw. Gewebs- 


extrakten wurde die Milchsaurebildung aus den nicht-phos- 


| phorylierten Substraten, und in Hefe auch die Vergéirung der 
' Glucose, durch Glycerinaldehyd gehemmt. Dagegen zeigte sich, 
| daB die Milchsaéurebildung aus den phosphorylierten Kohlen- 
| hydraten, soweit sie untersucht werden konnte, durch Glycerin- 
| aldehyd nicht gehemmt wird. 


Ergebnisse. 
1. Glykolyse in Gehirnextrakt. 


Als Enzymmaterial diente stets ein waBriger Extrakt aus 
dem von Euler, Giinther und Vestin?*) beschriebenen Aceton- 
Trockenpulver, welches durch Fiallung eines wiBrigen Extraktes 
aus Kalbsgehirn mit Aceton gewonnen wird. 

Tabelle 1 zeigt die Glycerinaldehyd-Hemmung der Milch- 
siurebildung aus Glucose, die schon friiher von Ashford’) bei 
Verwendung von Gehirnschnitten und von Holmes’) mit Gehirn- 
brei beobachtet worden ist. 


Tabelle 1. 


Glucose als Substrat. Jeder Ansatz enthilt 2,4 cem Extrakt, ent- 
sprechend 100 mg Aceton-Trockenpulver + 0,3 ccm 2,6 °/,iges Bicarbonat 
+ 0,3 cem 0,1 m-Phosphatpuffer py = 7,4, 0,l1mg Mg als MgSO,, 0,1 mg 
Hexosediphosphat und 1 ccm Zusitze, wie in der Tabelle angegeben. 
Gesamtvolumen 4 ccm. Reaktionszeit 120 Minuten bei 20°. Milchsiure- 
bestimmung nach Fiirth-Charnas. 









































44 Erich Adler, Fernando Calvet und Gunnar Giinther, 
Glycerin-| Adeny]l- Co- ilchsii 

Ansatz | Glucose aldehyd”) poeied zymase Milchsiure — 
Nr. mg mg mg mg I II | Ii) 
1 dis bi = jn 0,12 sad 
2 sine ue 0,5 0,5 0,11 — 
3 sek 4,5 0,5 0,5 0,11 oe . 
4 15 fave ti Ks 0,26 0,41 0,27 
5 15 ee 0,5 0,5 1,16 1,60 1,52 
6 15 5,6 0,5 0,5 om 0,60 we 
7 15 4,5 0,5 0,5 0,30 one 0,48 
8 15 2,25 0,5 0,5 at 0,83 
9 15 1,12 0,5 0,5 si 0,84 _ 

10 15 0,55 0,5 0,5 . 1,21 | 




















Die Milchsiurewerte der ersten und zweiten Spalte beziehen sich auf 
zwei Versuchsreihen mit demselben, die der dritten Spalte auf Versuche 
mit einem anderen Acetonpriparat. Die Versuchsreihe in Spalte II labt den 
EinfluB verschiedener Glycerinaldehyd-Konzentrationen erkennen. 


Tabelle 2 gibt Versuche wieder, bei denen Glykogen als 
Substrat dient. Es zeigt sich, dab Glycerinaldehyd hemmenden 
KinfiuB hat, und weiterhin auch, daf zum Zustandekommen der 
maximalen Milchsiurebildung sowohl Cozymase (rein, Cophosphory- 
lase-frei!), als auch Adenylsaure erforderlich sind. 


Tabelle 2. 





Ansatz 
Nr. 





me OO OH a1 OS Ot mm 69 DS 


—a—s 








Gly- |Glycerin-| Adenyl 
kogen | aldehyd | siure 
mg mg mg 
fame = 0,5 
_ 4,5 0,5 
15 —_ — 
15 a — 
15 sone 0,5 
15 ie 0,5 
15 4,5 0,5 
15 2,25 0,5 
15 1,12 0,5 











Co- 
zymase 
mg 





Milchsiure mg 











I II Ill 
7 

022 ; — | — 
035 | — | - 
0,39 — | - 
0,30 —- | — 
0,29 0,30 | 0,17 
0,83 0,85 | 0,57 
0,52 0,28 | 0,23 
1380 | 1,42 | 0,99 
0,82 | 052 | 0,36 
0,92 — | — 
1,40 _ — 





Die Glycerinaldehyd-Hemmung ist eindeutig, erreicht aber 
im Versuch I nicht das gleiche AusmaB wie beim Glucoseabbau, 
und auch die zur Hemmung notwendige Schwellenkonzentration 





*) Der d,l-Glycerinaldehyd wurde Herrn Prof. von Euler von Herr 
Prof. H. O, L. Fischer (Basel) in dankenswerter Weise zur Verfiigung 


gestellt. 
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liegt héher als bei Glucose. In den Versuchen II und III nihert 


' sich das MaB der Hemmung dem beim Glucoseabbau gefundenen. 


Bemerkenswert ist, daB Glykogen im zellfreien Extrakt ein 


ungefahr ebenso gutes Substrat darstellt wie Glucose. Dies deutet 
| darauf hin, daB bei friheren Beobachtungen, wonach Glucose, 
| besonders in Gehirn, aber auch in anderen Geweben, dem Gly- 


kogen mehr oder weniger stark iiberlegen schien’*), die Kindring- 
barkeit der Substrate in die Zellen von EinfluB war’). Dies 
gilt offenbar auch fiir Tumorgewebe, da vor kurzem Boyland, 
Boyland und Greville?) im zellfreien Tumorextrakt sehr gute 
Milchsiurebildung aus Glykogen feststellen konnten. 


An phosphorylierten Kohlenhydraten untersuchten wir Ro- 
bisonester und Harden-Young-Kster. Tab. 3 zeigt, dab Robison- 


F ester ein ausgezeichnetes Substrat fiir Gehirnextrakt darstellt, 
'daB aber im Gegensatz zu Glucose und Glykogen die Milchsiure- 
| bildung durch Glycerinaldehyd nicht gehemmt wird. 


Im AnschluB an unsere friiheren Versuche iiber die Not- 
wendigkeit von Cozymase und Adenylsiure fiir Muskel- und 
Gehirn-Glykolyse richteten wir unser Augenmerk auch bei den Ver- 
suchen mit phosphoryliertem Substrat auf die Beteiligung der Co- 
Enzyme. Es ergab sich hierbei eindeutig, daB sowohl Zusatz von 
Adenylsiure allein, wie von Cozymase allein eine Steigerung der 
Milchsiurebildung gegeniiber dem Ansatz ohne Co-Enzymzusatz 
bewirkten, und zwar wurde mehr Milchsiure gebildet bei Zusatz 
von Adenylsiure als bei Zusatz von Cozymase. Gleichzeitiger 
Zusatz beider Co-Enzyme lieferte Werte, die nicht noch héher 
lagen als die mit Adenylsiure allein erzielten. Vergleicht man 


| diese Befunde mit den entsprechenden fiir Glucose’) und Glykogen 


(Tab. 2), so fallt auf, daB bei den nicht-phosphorylierten Kohlen- 
hydraten die Kombination beider Co-Enzyme stets héhere Werte 
lieferte als jedes der beiden Co-Enzyme fiir sich (Versuch II, 
Tab. 2 und die Versuche in Tab. 3 sind in dieser Hinsicht 
direkt miteinander vergleichbar, da sie mit demselben Trocken- 
priparat ausgefiihrt sind). Man darf hieraus wohl den Schlu8 
ziehen, daB die sehr kleinen, im Enzympriparat selbst enthaltenen 
Adenylsiiure- und Cozymasemengen nicht ausreichen zur maxi- 
malen Aktivierung des Glucose- und Glykogenabbaues, auch wenn 


') Vgl. zB. W. Haarmann, Biochem. Z. 255, 103 (1932). 
4) Vgl. auch Meyerhof, Die chemischen Vorgiinge im Muskel, 8. 194, 
Berlin, Springer 1980; Cori, Physiologic. Rev. 11, 221 (1931). 
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eines der beiden Co-Enzyme im UberschuB zugesetzt wird, dag 
dagegen der Co-Enzymbedarf beim Abbau der phosphorylierten 
Substrate geringer ist. Kingehendere Versuche zu dieser Frage 
wiren von Interesse. 

Tabelle 3. 


Hexosemonophosphorsiure als Substrat. — Robisonester-(,. 
Salz, mit Kaliumoxalat umgesetzt. Die im Versuchsansatz verwendete 
Menge entspricht 15 mg Hexose. Im iibrigen gelten die zu Tab. 1 an. 
gegebenen Mengenverhiiltnisse. 








—c naats 














Robison-| Glycerin-} Adenyl-| Co- 
Ansatz |" ester aliichyd ane zymase a a 

Nr. mg mg mg mg I 1m | 
1 _ sen 0,5 0,5 0,55 te 
2 _ 5,6 0,5 0,5 0,45 ~ wen 
3 15 _ _ _ a 0,42 0,50 
4 15 ~ 0,5 _ ie 1,54 2,28 
5 15 a om 0,5 sin 1,20 1,88 
6 15 ~ 0,5 0,5 1,11 1,52 2,30 
7 15 5,6 _ - a 0,43 0,58 
8 15 5,6 0,5 0,5 ~_ 1,56 2,29 























In Tab. 4 ist Hexosediphosphat als Substrat verwendet. 
Die Kontrollversuche ohne Substrat in Spalte I, Tab. 3, gelten 
gleichzeitig fiir Tab. 4. 
Tabelle 4. 


Hexosediphosphorsiiure als Substrat. — Calciumsalz, mit 
Kaliumoxalat umgesetzt, angewandte Menge entspricht 15 mg Hexose. Ubrige 
Lésungen wie zu Tab. 1. 





beet ™. FF) —  ™ 2 “Fe 


aa, 2 ae ,, *.. (%S mm 

















Hexose- , ; 
Ansatz |diphosphat | Glycerin- | Adeny]- Co- Milchsiure mg 
Nr. (ber. als aldehyd siure WD Bin wcnninics 
Hexose) mg mg mg I | Il 

mg | 
1 15 oe — cals 0,51 sis 
2 15 _ 0,5 _ 1,07 _ 
3 15 at - 0,5 0,78 0,56 
4 15 “ 0.5 0,5 1,42 1,18 
5 15 4,5 0,5 0,5 1,40 | 1,20 




















Die relativ hohen Milchséurewerte, die beim Hexosediphosphat-Abbau 
im vollstindigen System erhalten wurden, legten den Verdacht nahe, dai 
bei der Milchsiurebestimmung evtl. andere Bisulfit-bindende Substanzen, 
als der aus der Milchsiure stammende Acetaldehyd, zu hohe Werte vor- 
getiiuscht hatten. In erster Linie war dabei an Methylglyoxal zu denken, 
welches als Umwandlungsprodukt der mit dem Hexosediphosphat in Gleich- 
gewicht stehenden Triosephosphate entstanden sein konnte. DaB dies jedoch 
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nicht der Fall war, ging daraus hervor, da8 in Kontrollversuchen gleich 


hohe Werte erhalten wurden, wenn die enteiweifte und entzuckerte Lésung 
yor Zusatz des Permanganats und vor dem AnschlieBen der Bisulfitvorlage 
10—15 Minuten zum Sieden erhitzt wurde, wobei Methylglyoxal hiitte ab- 


| destillieren miissen. 


Wir stellten auch einige Versuche an, bei denen die Milch- 
siurebildung im System Phosphobrenztraubensiiure + Glucose in 


Gegenwart von NaF und der Einflu8 von Glycerinaldehyd auf 
| dieses System gepriift wurden. Wir erhielten, vielleicht weil das 
' fiir diese Versuche verwendete Acetonpriiparat nicht be- 
' sonders aktiv war, nur verhiltnismaBig kleine Milchsiurewerte, 
| die jedoch durch Zusatz von Hexokinase auf mehr als das 
| Doppelte (etwa 1 mg Milchsiure) gesteigert wurden. Glycerin- 
| aldehyd hatte in diesem System keinen oder nur geringfiigigen 
| Effekt. 


Um den Angriffspunkt der Glycerinaldehydmenge zu lokali- 


f sieren, ist es zweckmiaBig, die Teilreaktionen der Glykolyse 


gesondert zu untersuchen. Wir fanden in der Verfolgung dieser 


| Arbeitsrichtung, daB die isolierte Oxydoreduktion zwischen Hexose- 


diphosphat und Brenztraubensiure in Gegenwart von NaF’, kataly- 


' siert durch Cozymase, durch Glycerinaldehyd nicht gehemmt wird 
| (fab. 5 und 6). 


Tabelle 5. 
Milchsdurebildung durch Oxydoreduktion zwischen Hexose- 


' diphosphat (Triosephosphat) und Brenztraubensiéiure. 1 ccm 
Enzymlésung (entsprechend 50 mg Aceton-Trockenpulver + 0,2 cem 0,1 m- 
' Phosphatpuffer py = 7,4). Gesamtvolumen 2 ccm. Reaktionszeit 60 Minuten 





r bei 20°. 
0,1 m- 0,1 m- 1,0 m- Co- Glycerin-| Milch- 
Ansatz | Hexose- Py cond NaF zymase | aldehyd siiure 
Nr. diphosphat} Vina 

wae a oom cem mg mg mg 

1 0,2 ~ — 0,5 _ 0,23 

2 0,2 “ 0,1 0,5 a 0,04 

3 — 0,25 0,1 0,5 — 0,22 

4 0,2 0,25 0,1 0.5 iin 0,40 

5 0,2 0,25 0,1 — 0,19 

6 0,2 0,25 0,1 0,5 2,8 0,50 

7 0,2 0.25 0,1 0,5 1,12 0,41 

8 0,2 0,25 0,1 0,5 0,56 0,42 




















In Tab. 6 sind die Mengen der Substrate und der Enzym- 
| lésung gegeniiber Tab. 5 auf das Doppelte erhéht und die er- 
haltenen Milchsiurewerte entsprechend hoher. 
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Tabelle 6. 


Oxydoreduktion zwischen Hexosediphosphat und Brenz. 
traubensiure. 2 ccm Enzymlésung (entsprechend 100 mg Aceton-Trocken. 
pulver) mit Phosphatpuffer wie in Tab. 5. Gesamtvolumen 2,3 cem, 
60 Min. bei 20°. 





2 ea repe a neere ane a aeeORenne pl re re nen a 





0,1 m : q : ‘ 
Ansatz | Hexosedi- 0,2 m 1,0 m Co- Glycerin- | Milch- 
Pyruvinat | NaF zymase | aldehyd siiure 
phosphat | 4 Y y y 

Nr. ecm ecm ecm mg mg mg 
1 0,4 ine ™ 0,5 sa 0,33 
2 0,4 - 0,2 0,5 — 0,06 
3 am 0,25 0,2 0,5 _ 0,35 
4 0,4 0,25 0,2 0,5 on 0,70 
5 0,4 0,25 0,2 ae _ 0,32 
6 0,4 0,25 0,2 0,5 45 0,64 
7 0,4 0,25 0,2 0,5 2,25 0,72 
8 0,4 0,25 0,2 0,5 1,12 0,66 




















DaB die Oxydoreduktion zwischen Hexosediphosphat und 
Brenztraubensiure durch Glycerinaldehyd nicht gehemmt werden 
wirde, war schon aus der Nicht-Hemmbarkeit der Milchsiure- 
bildung aus Hexosediphosphat im unvergifteten Extrakt zu er- 
warten. Die Notwendigkeit von Cozymase fiir die Dismutation 
geht aus Tab. 5 und 6 (vgl. Ansiitze 5 und 6) klar hervor. 

Fassen wir die in den Versuchen mit Gehirnextrakt gewon- 
nenen Resultate zusammen, so ergibt sich, daB durch Glycerin- 
aldehyd der Abbau der nicht-phosphorylierten Substrate gehemmt, 
derjenige der wphosphorylierten Substrate nicht gehemmt wird. 
Aus diesem Ergebnis laBt sich die Annahme ableiten, da die 
Glycerinaldehydhemmung an einer derjenigen Teilreaktionen an- 
greift, welche von Glucose bzw. Glykogen zur phosphorylierten 
Hexose fiihren, und zwar wird die Hemmung schon vor der 
Bildung des Hexose-mono-phosphorsiureesters liegen. Wir werden 
weiter unten noch auf die Méglichkeit einer weiteren Kinschrinkung 
fiir die Lage des Angriffspunktes zuriickkommen. 


2. Glykolyse mit Jensen-Sarkomschnitten. 


In letzter Zeit ist, insbesondere durch die neuen Arbeiten 
von Boyland und Boyland"), gezeigt worden, daB Tumorgewebe 
die gleichen enzymatischen Reaktionen auszufiihren imstande ist, 
wie sie vom Muskel her bekannt sind; es ist somit wahrscheinlich, 


1°) Biochem. J. 29, 1910 (1935). 
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daB die Glykolyse im Tumor dieselben Zwischenstufen durch- 
lauft, wie die Muskelglykolyse. 


Da nach unseren Ergebnissen 
das gleiche auch fiir Gehirn gilt, so war zu erwarten, da8 Tumor- 


‘gewebe sich auch beziiglich der Glycerinaldehyd-Hemmbarkeit 
analog dem Gehirn verhalten wiirde. 


Es wurden 0,5—0,8 mm dicke Schnitte von Jensen-Sarkom hergestellt, 


‘die vor dem Versuch ungefihr 3 Stunden lang mit Ringerlésung bei 4° 
} (s—10 Schnitte in 250 ecem) ausgewaschen wurden. 
| gehalt des Tumorgewebes wurde dadurch fast vollstiindig zum Verschwinden 
 gebracht. Die Schnitte wurden hierauf in kleinere Stiickchen zerteilt und, 
» um méglichste GleichmiBigkeit bei den verschiedenen Versuchsansiitzen zu 
erzielen, wurden Schnitte von verschiedenen Teilen des Tumors fiir jeden 
| Ansatz verwendet. Das Gewicht der Schnitte fiir jeden Ansatz (100—200 mg) 
‘wurde vor dem Versuch bestimmt; die Milchsiurewerte wurden dann auf 
| 100 mg Schnittgewicht umgerechnet. 


Der hohe Milchsiure- 


Tab. 5 bestiitigt den Mendelschen Befund, daB der Glucose- 


babbau im Tumor durch Glycerinaldehyd gehemmt wird. 


Tabelle 7. 


Tumorschnitte. — Glucose als Substrat. Versuchsansatz enthiilt 
0,25 cem Puffer py = 7,4, 0,25 cem Bicarbonat, Spuren Magnesium und 


| Hexosediphosphat. Gesamtvolumen 2 ccm. — Reaktionszeit 2 Stunden bei 20°. 

















. Adenyl- Co- | Glycerin- aie a 
Ansatz | Glucose time zymase | aldehyd Milchsiure 
Nr. mg mg mg mg mg pro 100 mg Schnitte 

1 ams aoe — — 0,06 
2 15 ou on om 0,18 
3 15 0,5 0,5 on 0,48 
4 15 0,5 0,5 5,6 0,12 
5 15 0,5 0,5 1,12 0,17 

















Die Untersuchung anderer Substrate stieB auf Schwierigkeiten, 


die offenbar durch das mangelnde Eindringungsvermégen der 
| Substrate bedingt sind. Wahrend Boyland, Boyland und Gre- 
ville’) mit Extrakt aus gefrorenem Miusesarkom nicht nur 


mit Glucose, sondern auch mit Glykogen, Hexose-mono- und 
-li-phosphat gute Milchsiiurebildung erhielten, wurden durch die 
von uns verwendeten Ratten-Sarkomschnitte Glykogen gar nicht 


‘und die Hexosephosphate nur in geringem MaBe verwertet. 


Zusatz von Glycerinaldehyd lieB aber auch hier, wie bei Gehirn- 
extrakt, keine Hemmung der Milchsiurebildung aus den phosphory- 
lierten Hexosen erkennen (Tab. 8). 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. COXLIX. 4 
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Tabelle 8. 


Tumorschnitte. Hexosemonophosphat und Hexosediphos. 
phat als Substrat. Simtliche Ansiitze enthalten auBer Puffer, Bicarbongt 
und Mg 0,5 mg Cozymase und 0,5 mg Adenylsiure. Die zugesetzte Menge 
Hexosephosphat entspricht 10 mg Hexose. Reaktionszeit 2 Stunden bei 23° 





—— cca 








Glycerin- 























Ansatz Milchsiure 
Substrat aldehyd 

Nr. mg mg 
i se _ 0,01 
2 10 mg Glucose — 0,40; 0,32 
3 10 mg - 5,6 0,09 
4 Hexosemonophosphat — 0,13 
5 -. 5,6 0,19 
6 Hexosediphosphat — 0,07 
7 mi 5,6 0,13 


Es ist uns leider nicht gelungen, das Verfahren, das Boyland und 
Boyland") zur Herstellung zelifreier Extrakte aus Miusesarkom angewandt 
haben, auf das Jensensarkom zu iibertragen oder auf anderen Wegen m 
glykolyseaktiven Extrakten zu gelangen, in denen Milchséurebildung aus 
Hexosephosphaten und Nichthemmbarkeit durch Glycerinaldehyd wahr 
scheinlich deutlicher nachweisbar gewesen wiiren. 


Dagegen war es méglich, mit Tumorschnitten eine Oxydo- 
reduktion zwischen Hexosediphosphat und Brenztraubensdéure hervor- 
zubringen und zu zeigen, daB diese héchstwahrscheinlich auch 
in die Tumorglykolyse eingehende Reaktion nicht durch Glycerin- 
aldehyd hemmbar ist (Tab. 9). 


Tabelle 9. 


Tumorschnitte. Oxydoreduktion zwischen Hexosediphos- 
phat und Brenztraubensiure in Gegenwart von Fluorid. Gesamt 
volumen 2,2 ccm, enthaltend Schnitte, 0,5 cem Puffer, 0,25 cem Bicarbonat 
und die in der Tabelle angegebenen Zusiitze. Reaktionszeit 60 Minuten 
bei 20°. 








Ansatz Hexosedi-| 0,25 m | 1,0 m Co- Adenyl- |Glycerin-| Milch- 


phosphat |Pyruvinat) NaF | zymase siure | aldehyd | siure 


























Nr. ecm cem ecm mg mg mg mg 
1 0,4 a _ 0,5 0,5 we 0,26 
2 0,4 a 0,2 0,5 0,5 wes 0,05 
3 _ 0,2 0,2 0,5 0,5 ws 0,13 
4 0,4 0,2 0,2 0,5 0,5 _ 0,44 
5 0,4 0,2 0,2 0,5 0,5 5,6 0,57 
6 se fe 0,2 0,5 0,5 5,6 0,00 
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des Aceton-Trockenpulvers 
| Rattenmuskulatur verwendeten, fanden wir in jedem der mehrfach 
_ wiederholten Versuche eine ausgeprigte Hemmung der Milch- 
siurebildung aus Glykogen. 
_ mit drei verschiedenen Extrakten ausgefiihrt. 


Zur Kenntnis der Glycerinaldehyd-Hemmung usw. 5] 


Das gleichartige Verhalten von Gehirn und Tumor, das 


schon in vielfacher Beziehung hervorgehoben worden ist, erstreckt 
| sich also auch auf die Erscheinung der Glycerinaldehyd-Hemmung. 


Von besonderem Interesse ist nun der Vergleich dieser 


beiden Gewebe mit Muskel. 


3. Glykolyse in Muskelextrakt. 


Wie wir in der erwahnten kurzen Mitteilung’) angaben, 


' hatten wir bei einem Versuch, in welchem Aceton-Trockenpulver 
_ aus Kaninchenmuskel-Extrakt '*) als Enzympriaparat und Glykogen 
‘als Substrat diente, keine Hemmung der Milchsiurebildung durch 
| Zusatz von 1,1 mg Glycerinaldehyd auf 4 ccm Reaktionsmischung 
' nachweisen kénnen. 
‘mit Angaben von Holmes’*) tiber die Nicht-Hemmbarkeit des 
' Stirkeabbaues durch Muskelextrakt. 


Dieser Befund stand in Ubereinstimmung 


Als wir jedoch in der Fortsetzung unserer Versuche an Stelle 
dialysierten Extrakt aus _ frischer 


Die Versuche in Tab. 10 sind 


Tabelle 10. 


Jeder Ansatz enthilt 


Muskelextrakt. Glykogen als Substrat. 


_ 24ceem Extrakt (Rattenmuskel, zerkleinert, mit Wasser im Verhiltnis 1:1 
' bei 0° extrahiert, zentrifugiert und abgepreBt, Extrakt in Kollodiumhiilse 
| gegen 0,7°/,iges KCl bei 10—15° 1'/,—2"/, Stunden dialysiert). Bicarbonat, 
_ Puffer, Mg, Spur Hexosediphosphat wie gewéhnlich, sowie die in der Tabelle 
angegebenen Zusiitze. Gesamtvolumen 4 ccm. Reaktionszeit 2 Stunden bei 20°. 






































Co- Adenyl- | Glycerin- Milchsiure m 
Ansatz | Glykogen zymase stare aldehyd ‘ 
Nr. mg mg mg mg I II III 
1 wos -_ _ _ 0,97 | 089 | — 
2 _ 0,5 0,5 oe 1,40 | 1,04 | 0,02 
3 - 0,5 0,5 4,5 0,75 | 079 | — 
4 15 ws =e el 0,77 | 087 | — 
5 15 0,5 ss _ 112 | 250 | — 
6 15 oe 0,5 _ 408 | 4,45 | — 
7 15 0,5 0,5 a 4,04 | 3,25 | 8,98 
8 15 0,5 0,5 4,5 | 0,99 | 0,56 | 0,98 





*) Meyerhof u. KieBling, Biochem. Z. 283, 83 (1935). 
4* 
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Trotz der kraftigen glykolytischen Wirksamkeit der Extrakte 
wird die Milchsiurebildung im volistaindigen System durch die 
zugesetzte Menge Glycerinaldehyd bis auf den im Kontrollansatz |, 
d. h. in Abwesenheit von Glykogen und ohne Zusatz von Akti- 
vatoren gefundenen Wert erniedrigt (vgl. Ans. 7 und 8). Fiir die 
Diskrepanz zwischen diesen Versuchen einerseits und den Ver. 
suchen von Holmes’), sowie unserem friiher mitgeteilten Versuch‘ 
mit Muskel-Trockenpraiparat andererseits, vermégen wir noch keine 
endgiiltige Erklarung zu geben. Es erscheint aber durchaus 
mdglich, daB das Eintreten der Hemmung nur eine Frage de 
Glycerinaldehyd-Konzentration ist, und daB in den Versuchen, 
wo keine Hemmung auftrat, die Schwellenkonzentration noch 
nicht erreicht war. Wir sahen ja schon beim Glykogenabbau im 
Gehirnextrakt, daB dabei héhere Glycerinaldehyd-Konzentration 
erforderlich ist, als beim Glucoseabbau. 

Nachdem durch die vorangehenden Versuche sich ergeben 
hatte, daB zwischen Gehirn und Muskel in bezug auf die Glycerin. 
aldehyd-Hemmbarkeit des Glykogenabbaues ein prinzipieller Unter- 
schied nicht existiert, war es nicht mehr iberraschend, als wir 
fanden, daB auch im Muskelextrakt die Milchsiurebildung 
aus Hexomonophosphat nicht Glycerinaldehyd-hemn- 
bar ist (Tab, 11). 





Tabelle 11. 


Muskelextrakt, wie zu Tab. 10. Robisonester als Substrat. 
Im iibrigen wie Tab. 10. 











Hexose- ‘ , vo a 
satz | Bouophosphat | symese | “aiure | aldehyd | Milchsiure mg 
‘ (ber.als Hexose) y , y icanibeiosmiyaed 
Nr. mg mg mg mg I er. 
1 — — — — 0,39 0,00 
2 _ 0,5 0,5 “ 0,39 0,09 
3 ‘is 0,5 0,5 4,5 0,43 0,09 
4 15 _ er aa 0,37 0,92 
5 15 0,5 _ “ne 2,43 a 
6 15 a 0,5 _ 2.65 we 
1 15 0,5 0,5 _ 2,81 1,71 
8 15 0,5 0,5 4,5 2,65 1,87; 1,60 




















Fiir Muskel gilt also ebenso wie fiir Gehirn und Tumor, 
daB die Glycerinaldehyd-Hemmung offenbar in einer Reaktions- 
phase eingreift, welche vom Kohlenhydrat zum Hexosemono- 
phosphat fihrt. 
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4, Alkoholische Garung. 
In folgender Figur geben wir eine Versuchsreihe wieder, aus 


‘der die Glycerinaldehyd-Hemmung der Glucosevergirung 
'mittels Apozymase hervorgeht. 


Vorversuche, die wir tiber den Hinflu8 des Glycerinaldehyds 


| auf die Vergirung von Robisonester und Harden-Young-Ester 
' ausfiihrten, fielen wegen der schlechten Vergirbarkeit dieser Sub- 


strate noch nicht eindeutig aus. Wahrscheinlich findet jedoch hier 


_ eine Hemmung des Abbaues der phosphorylierten Hexosen nicht statt. 





T T T “y r T ~~ + T 














Hemmung der Glucosevergirung durch Glycerinaldehyd. 


| Jeder Ansatz enthalt 0,4 g Apozymase, 0,5 ccm 10°/)igen Phosphatpuffer, py = 6,33, 0,1 ccm 


7°/,iges Hexosediphosphat, 12 Co Cozymase und Wasser (Gesamtvolumen 2,0 ccm). Ferner: 


Kurve I: 100 mg Glucose. Kurve II: 110 mg Glucose, 5,6 mg d,1l-Glycerinaldehyd. Kurve III: 


' 100 mg Glucose + 11,2 mg Glycerinaldehyd. KurveIV: 100 mg Glucose + 17,4 mg Glycerin- 


; aldehyd. Kurve V: Keine Glucose, 20,2 mg Glycerinaldehyd. Kurve VI: Keine Glucose, 


kein Glycerinaldehyd. 


Beziiglich des Angriffspunktes der Glycerinaldehyd-Hemmung 


darf es auch fiir die Hefegirung als héchst unwahrscheinlich be- 
_ trachtet werden, daB eine Stérung der Oxydoreduktionsphase vorliegt. 
In Apozymase ist keine Apodehydrase nachweisbar, welche eine 
| Dehydrierung von Glycerin durch Cozymase zu katalysieren ver- 
/mag, und dementsprechend wird auch die umgekehrte Reaktion, 
-ein ,Abfangen“ yon Dihydro-Cozymase durch Glycerinaldehyd, 
nicht in Betracht kommen. 


5. Nicht-Hemmbarkeit der Hexose-phosphorylase aus Hefe. 


Die in dieser Arbeit mitgeteilten Versuche legten die An- 
nahme nahe, daB ein zur Phosphorylierung des Kohlenhydrates 
fiihrender Vorgang die durch Glycerinaldehyd gehemmte Reaktions- 
phase sei. 
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Nach Arbeiten von Dische") erfolgt bei der Blutglykolyse, 
und nach einer soeben erschienenen Mitteilung von Meyerhof 
auch bei der Garung mit Hefeenzym der Eintritt von snateinilackon 
Phosphat — in einer mit der Oxydoreduktion gekoppelten Reaktion 
— primir durch Veresterung mit Adenylsiure, und in zweiter Phage 
durch Ubertragung des gebundenen Phosphats von der Adenosin. 
triphosphorsiiure auf Phosphatacceptoren (Kreatin, Glucose, Hexose. 
monophosphat). Diese zweite Phase ist bereits bekannt von der 
ebenfalls tiber das Adenylsiuresystem verlaufenden Umesterung 
des gebundenen Phosphates der Phosphobrenztraubensdure auf die 
verschiedenen Acceptoren. 

Was den Glykogenabbau betrifft, so beginnt dieser nach der 
Auffassung von Parnas’) mit der sogenannten ,,Phosphorolyse‘, 
d.h. Spaltung der Glykogenkette durch anorganisches Phosphat 
unter Bildung von Hexosemonophosphat. In welcher Weise hier. 
bei Adenylsaéure?*) oder Inosinsiure!*) beteiligt sind, ist nach 
Parnas noch nicht entschieden. 


Eine der in die eben erwihnten Phosphatumsetzungen ein. 
gehenden Teilreaktionen, nimlich die Umesterung von Adenosintri- 
phosphorsiure auf Hexose unter Bildung von Hexosemonophos- 
phat, welche durch die Hexose-phosphorylase [Heterophosphatese’®) 
verursacht wird, kann leicht in isoliertem Zustande untersucht 
werden. 

Wir verwendeten als Phosphorylasepriparat ,,Hexokinase* 
nach Meyerhof*), als Phosphatdonator Adenosintriphosphorsiiure, 
als Acceptor Glucose. Es ergab sich, daB das Verschwinden von 
labilem Phosphat, ohne gleichzeitiges Auftreten von anorganischem P, 
d. h. die Umesterungsreaktion, durch Glycerinaldehyd 
nicht gehemmt wird. 


Gleichzeitig wurde durch diesen Versuch die Méglichkeit ausgeschlossen, 
da8 Glycerinaldehyd etwa als Phosphatacceptor mit der Glucose konkurrieren 
kénnte, eine Annahme, die schon deshalb unwahrscheinlich war, weil eine 
Phosphorylierung von Glycerinaldehyd ja zu einem Triosephosphat gefiibrt 
hatte, welches von den glykolytischen Enzymen weiter abgebaut worden 
wiire, so daB anstatt einer Hemmung eine Erhéhung der Milchsdurebildung 
bzw. der Girung hitte eintreten miissen. 





7) Naturw. 24, 462 (1936); Enzymologia 1, 288 (1936). 

18) Naturw. 25, 443 (1937). 

1% Ergebn. d. Enzymforsch. 6, 57 (1937). 

2) Cori u. Cori, Proc. Soc. exper. Biol. a. Med. 34, 702 (1936). 
21) Biochem. Z. 183, 176 (1927). 
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Die Nicht-Hemmbarkeit der Hexose-phosphorylase weist daraut 


‘hin, daB die Glycerinaldehyd-Hemmung miglicherweise die Ver- 


esterung des anorganischen Phosphates betrifft, eine Vermutung, die 
experimentell zu priifen sein wird. Es ist auch nicht aus- 
geschlossen , daB die Umesterung der Adenosintriphosphorsiure 
mit Glucose bzw. Fructose einerseits und Hexosemonophosphat 
andererseits durch zwei verschiedene Phosphorylasen zustande 
kommt. In solchem Falle miBte die Glycerinaldehyd-Hemmbar- 
keit der zweiten Phophorylase noch besonders untersucht werden. 

Fiir die Beurteilung der Glycerinaldehyd-Hemmung ist weiter- 


| hin wesentlich, daB sie sowohl den Glucose-, wie auch den Glykogen- 


abbau betrifft. Man wird deshalb annehmen diirfen, daB der An- 
grifispunkt nicht in einem friihen Stadium des Glykogenabbaues 
liegt, sondern erst an einer spiateren Stufe, die mit einer auch in 


| die Glucosephosphorylierung eingehenden Teilreaktion identisch ist. 


Ks ergibt sich somit eine Reihe neuer experimenteller Auf- 


'gaben, deren Bearbeitung vielleicht auch zur Klairung der Frage 


dienen kann, warum Muskel im Gegensatz zu den anderen Ge- 


'weben nicht imstande ist, Glucose zu Milchsaure abzubauen. Man 


wird in dieser Hinsicht auch die schon vor lingerer Zeit von 
vy. Euler?’) und in soeben erschienenen Arbeiten neuerdings wieder 


‘von Willstaitter und Rohdewald?*) vertretenen Anschauungen 
| beriicksichtigen miissen, die dahin gehen, daB ein direkter Glucose- 
} abbau nicht existiert, sondern daB vielmehr zuerst eine enzyma- 


tische Synthese zu Polyose erfolgt, die ihrerseits erst dem Abbau 


| unterliegt. 


Zusammenfassung. 
1. Glycerinaldehyd hemmt die Milchsiurebildung aus Glucose 


' und Glykogen in zellfreiem Gehirnextrakt sowie in Schnitten von 


Jensen-Sarkom, ferner die Milchsiurebildung aus Glykogen in 


'dialysiertem Extrakt aus Rattenmuskulatur. 


2. Die Milchsiurebildung aus Hexosemonophosphat und Hexose- 


| diphosphat in Gehirnextrakt und Sarkom-Schnitten, sowie die Milch- 
| siurebildung aus Hexosemonophosphat in Muskelextrakt werden 


durch Glycerinaldehyd nicht gehemmt. 
3. Auch die Oxydoreduktion zwischen Hexosediphosphat 


: (Triosephosphat) und Brenztraubensiure (in Anwesenheit von 


22) vy. Euler, Diese Z. 89, 337 (1914); 90, 335 (1914). 
*8) Diese Z. 247, 115 (1937); 247, 267 (1937). 

























56 Adler u. Mitarb., Zur Kenntnis der Glycerinaldehyd-Hemmung usy, 


Fluorid) in Gebirnextrakt und Sarkomschnitten erfahrt keine 
Hemmung durch Glycerinaldehyd. 

4, Die Vergirung von Glucose mittels Apozymase + Cozymase 
wird durch Glycerinaldehyd gehemmt. 

5. Die Umesterung von Adenosintriphosphorsiure mit Glucose, 
mit Hilfe von Hexose-phosphorylase (aus Hefe), wird durch Glycerin. 
aldehyd nicht beeinfluBt. 

6. Die unter 1. genannten Ergebnisse zeigen, da die bisher 
gemachte Annahme, daB die Glycerinaldehyd-Hemmung spezifisch 
fiir einen von der Muskelglykolyse verschiedenen Glykolysetypus 
(Gehirn, Embryo, Tumor) sei, nicht zutrifft. Auf Grund der unter 
1.—5. zusammengefaBten Ergebnisse wird die Annahme gemacht, 
daB die Glycerinaldehyd-Hemmung eine auf dem Wege vom 
Kohlenhydrat (Glucose bzw. Glykogen) zum Hexosemonophosphat 
liegende Reaktionsphase betreffe, wobei jedoch die Phosphorylase- 
Reaktion als Angrifispunkt ausgeschlossen werden kann. 
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Uber die Rolle der zweiten COOH-Gruppe 
bei der enzymatischen Hydrierung der Oxalessigsdure”). 
Von 
K. Laki. 
Mit 2 Figuren im Text. 


(Aus dem Institut fiir medizinische Chemie der Universitat Szeged.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 12. Juli 1937.) 


Nach der Atmungstheorie von Szent-Gyérgyi') und Mit- 


| arbeitern spielt die Oxalessigsiure in der Zellatmung eine wichtige 
' Rolle. Die Untersuchungen zeigten, da8 die aus Triose abgespaltenen 
' zwei Wasserstoffatome durch Vermittlung der Oxalessigsiure dem 
| 0, zugefiihrt werden”). 
' gespaltene Wasserstoff von Brenztraubensiure, bei Oxydation von 


Bei Girung wird der aus Triose ab- 


Oxalessigsiure aufgenommen. 

In einer friiheren Arbeit wurden ein Verfahren und ein 
Apparat’) beschrieben, mit denen die hydrierende Aktivierung 
von Substraten untersucht werden kann. Mit Oxalessigsiure und 
Brenztraubensiure ausgefiihrte Versuche zeigten, daB Oxalessig- 
siure bedeutend schneller Wasserstoff aufnimmt als Brenztrauben- 
siure. Diese héhere Reaktivitit erklirt, daB aerob Oxalessigsiure 
mit Brenztraubensiure um den Wasserstoff erfolgreich in Konkur- 
renz tritt. 

Das Ziel dieser Arbeit ist, zu untersuchen, in welcher Weise 
die zweite Carboxylgruppe der Oxalessigsiure am Enzym eine 
gréBere Reaktionsfihigkeit verleiht. 

Nach der Gleichung von Arrhenius besteht der Logarithmus 
der Reaktionsgeschwindigkeitskonstante aus zwei Gliedern: 


log k = — —*, + loga. 


*) Diese Arbeit wurde durch die Josiah Macy jr.-Stiftung, 
New York, unterstiitzt. 

1) Annauetal., Diese Z. 236, 1 (1936) und 244, 105 (1936). 

*) K. Laki, Ebenda 244, 142 (1936). 

*) A. Szent-Gyoérgyi, Ebenda 286, 105 (1935). 
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Das erste Glied enthilt die Aktivicrungsenergie (q), das zweite 
die ,,Hiufigkeit“ bzw. die ,,Aktionskonstante“ (a). Die gréBere 
Reaktionsfahigkeit der Oxalessigsiure kommt entweder dadurch 
zustande, daB die zweite Carboxylgruppe die Aktivierungsenergie 
der Reaktion erniedrigt oder aber dadurch, daB sie nur die 
»Hiufigkeit“, d. h. die Zahl der erfolgreichen Zusammenstijfe 
erhoht. 

Diese Frage wird durch die Untersuchung der Aktivierungs. 
energie entschieden. Solche vergleichende Untersuchungen sind 
nur dann méglich, wenn die verglichenen Enzymreaktionen den- 
selben T'ypus haben. Vorliegende Arbeit besteht aus zwei Teilen: 
Die Analyse des Reaktionstypus, dann die Bestimmung der Akti- 
vierungsenergie. Es wurde untersucht, wie die Reaktion durch 
Anderung der Konzentration der Oxalessigsiure, der Brenztrauben- 
siure und der Temperatur beeinfluBt wird. 


Methodik. 


Prinzip der Versuche: Es wurde die Zeit gemessen, die 
von der an der Lactico- bzw. Malico-dehydrase aktivierten Oxal- 
essigsiure oder Brenztraubensiure benétigt wird, um den Wasser- 
stoff des zugesetzten Hydrosulfits aufzunechmen. Das Ende der 
Reaktion, also der Schwund des Hydrosulfits, wird durch Rot-’ 
farbung des zugesetzten Leuco-Neutralrots indiziert. Die Experi- 
mente wurden mit einem modifizierten Thunbergapparat!) aus- 
gefiihrt. 

Als Enzymlésung diente die aus T'aubenbrustmuskel nach 
Banga?) bereitete Suspension. 

Brenztraubensiure stammte von Kahlbaum, Oxalessigsiiure 
wurde nach Wohl und Osterlin®) hergestellt. 


Einflu8 der Substratkonzentration auf die Hydrierungsreaktion. 
In die Réhren des Thunbergapparats wurden jeweils 1 ml 
Enzymsuspension, 0,5 ml 2,7 x m/15-Phosphatpufferlésung von 
Py = 7, 0,5 ml 1: 1000 Neutralrotlésung und 1 ml verschieden 
konzentrierter Oxalessigsiure oder Brenztraubensiurelésung ein- 
gefiihrt. In die Seitenréhre wurde 1 ml Hydrosulfitlésung ein- 
pipettiert (1,5 mg in 1 ml). Nach dem Zusammensetzen des 
Apparates wurde mit einer Olpumpe evakuiert, dann das Hydrosulfit 


1) A. Szent-Gyérgyi, Diese Z. 236, 1 (1935). 
*) I. Banga u. A. Szent-Gyérgyi, Ebenda 248, 113 (1937). 
3) Wohl u. Osterlin, Ber. chem. Ges. 34, 1139 (1901). 
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eingegossen und im Wasserbade bebriitet (37°). Das Kintreten 
der Rotfarbung des Farbstoffs wurde mit der Stoppuhr gemessen. 


Als Kontrolle diente ein Rohr, das kein Substrat enthielt, das 
' noch nach 2 Stunden farblos war. Die erste Figur zeigt die 
. Resultate solcher Experimente. 


20r 
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Auf der Ordinate sind die Reoxydierungszeiten (t), auf der 


| Abszisse die Konzentrationen aufgetragen. Es ist ersichtlich, dab 
| Oxalessigsaure in allen Konzentrationen 2mal so schnell als Brenz- 
| traubensiure den Farbstoff reoxydiert. Die punktierte Kurve zeigt, 
' dab, wenn die Reoxydierungszeiten der Oxalessigsiure mit 2 
| multipliziert werden, beide Kurven denselben Typ haben. Die 
' awei Reaktionen unterscheiden sich also nur dadurch, daB die 
_ Reaktion der Oxalessigsaure eine gréBere Geschwindigkeitskonstante 
' als die der Brenztraubensiure hat. 


Einflu8 der Temperatur auf die Reaktion. Zu diesen Versuchen 


' wurde der Apparat so abgeiindert, daB zwischen je zwei Réhren 
' mit verschiedenen Temperaturen ein gréBerer Abstand war, so 
| daB die einzelnen Rohrenpaare in drei Wasserbidern eingestellt 
| werden konnten. Die Zusammensetzung der Versuchslisung war 
_ wie oben. Aus Oxalessigsiure und Bernsteinsiure wurden m/10- 
| Lésungen bereitet. Die Hydrosulfitlésung enthielt 2 mg per ml. 


Die Enzymsuspension war, verglichen mit obigen Versuchen, auf 


das Doppelte verdiinnt. Durch diese Anderung wurden die Re- 


oxydierungszeiten gréBer, und so hat die durch Hydrosulfitzugabe 
entstandene kleine Temperaturinderung auf die Reaktionszeit 


: keinen KinfluB. (Vor der Hydrosulfitzugabe waren die Rohren 
_ 5 Minuten lang in Wasserbider gestellt worden.) Die Daten der 


Versuche zeigt die Fig. 2. 
Auf der Ordinate sind die Logarithmen der mit 100 multi- 


plizierten reziproken Reoxydationszeiten (log 100 x ) aufgezeichnet. 
Diese Zahlen sind der Reaktionsgeschwindigkeitskonstante pro- 
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portional. Auf der Abszisse sind die reziproken Werte der 
absoluten Temperatur (1/7) eingezeichnet. Der Richtungstangens 
der so dargestellten Geraden ist — q/R, wo q die Aktivierungs. 
energie, R die universelle Gaskonstante bezeichnet. In diesen 
Fall kann man gq nicht zahlenmifig angeben, weil nicht die 
wahren Geschwindigkeitskonstanten ausgerechnet sind. Die Iden. 
titit der zwei Richtungstangenten zeigt, daB die Aktivierungs. 
energie in beiden Fallen dieselbe ist. Diese Beobachtung stimmt 
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mit der Tatsache iiberein, dab das Redoxpotential des Systems 
Malat-Oxalacetat!) mit dem System Lactat-Pyruvat zusammen- 
fallt. So ist die freie Energieinderung [die nach G. Holst?) die 
Aktivierungsenergie determiniert} bei diesen zwei Hydrierungs- 
reaktionen dieselbe. 





Diskussion. 





Die gréBere Reaktionsfahigkeit der Oxalessigsiure der Brenz- 
traubensiure gegeniiber muB also entweder dadurch zustande 
kommen, daB die zweite COOH-Gruppe die Adsorptionsfihigkeit 
am Enzym erhéht oder aber dadurch, da8 durch die zweite COOH- 
Gruppe das Molekil in einer fiir die Reaktion giinstigeren 
Orientierung gebunden wird. Sollte die erhéhte Adsorption allein 
ausschlaggebend sein, so sollte man erwarten, daB sich dies in 
der Verinderung des Reaktionstypus kund gibt, was selbst bei 
extrem variierten Konzentrationen nicht der Fall war. Welche 
von den beiden Méglichkeiten auch den Tatsachen entspricht, die 
Adsorption der zweiten COOH-Gruppe muB die erhéhte Reaktions- 
fahigkeit bedingen. 









































1) K. Laki, Diese Z. 249, 63 (1937). 
*) G. Holst, Z. physik. Chem. 178, 282 (1937). 








rte der 
Stangens 
lerungs. 
diesem 
icht die 
le Iden. 
lerungs. 
stimmt 


Tungs- 


Brenz- 
stande 
Ligkeit 
OOH- 
igeren 
allein 
les in 
3t- bet 
‘elche 
t, die 
tions- 





e: 
rhe 
sg 
pret 
or 


a 
PS. 
E32 


61 


Die Oxydation des reduzierten gelben Fermentes 
durch Fumarat. 
Von 
K. Laki. 


(Aus dem Institut fiir medizinische Chemie der Universitit Szeged.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 12. Juli 1937.) 


Wie aus der untenstehenden Tabelle hervorgeht, kann die 
an der Succinoxydase aktivierte Fumarsiure verschiedene mit 
Na,S,O, reduzierte Redoxyfarbstoffe mit verschiedenem Redox- 
potential sowie auch gelbes Ferment reoxydieren. Die Reoxy- 
dierung wird durch das Wiedererscheinen der Farbe der Leuko- 
farbstoffe angezeigt. 

Das Potential des gelben Fermentes'), das zwischen dem 
des Systems Succinat-Fumarat und dem des Systems Malat—Oxal- 
acetat”) steht, macht es wahrscheinlich, daB entsprechend der 
Atmungstheorie von Szent-Gyérgyi’) die Oxydoreduktion 
zwischen Malat und Fumarat durch das gelbe Ferment vermittelt 
wird, ihnlich wie dies D. E. Green‘) fiir das Methylenblau ge- 
zeigt hat. 

Die Versuche wurden mit dem, in diesem Institut iiblichen 
Knzym5) und den iblichen Apparaten®) durchgefiihrt. Das ver- 
wendete gelbe Ferment war ein nach Warburg und Christian") 
bereitetes, in Wasser aufgeléstes Rohpriparat. Seine Konzen- 
tration wurde so gewihlt, daB die Farbe auch in Gegenwart von 
Succinoxydase gut beobachtbar war. 


R. Kuhn, P. Boulanger, Ber. chem. Ges. 67, 1557 (1936). 

K. Laki, Diese Z. 249, 63 (1937). 

‘’) K. Laki, F. B. Straub u. A. Szent-Gyoérgyi, Ebenda 247%, I 
(1937). 


9 
“ 


) 

) I. Banga, A. Szent-Gydrgyi, Diese Z. 245, 113 (1937). 
°) A. Szent-Gyiérgyi, Ebenda 236, 1 (1935). 

) 
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Tabelle. 





een wens wean CL, 





Farbstoff EO Pu 7; Reoxydierungszeit 











Neutralrot — 0,340 Volt 1’ 40” 
Indigodisulfonat — 0,125 12’ 00” 
Gelbes Ferment — 0,060 20’ 00” 
Methylenblau + 0,011 33’ 00” 








Zusammensetzung der Versuchslésung: 
1 ml Hydrosulfit (1,3 mg) im Nebengef aB, 
2 ml Suspension der Succinoxydase (Fumarhydrase), 
1 ml Fumarsiurelésung (m/10-Na-Fumarat), 
0,5 ml Farbstoff ('/,.9)) oder gelbes Ferment. 


Ein Kontrollrohr enthielt keine Fumarsiure und blieb auch nach 
Stunden farblos. 


Diese Arbeit wurde durch die Josiah Macy jr.-Stiftung, 
New York, unterstiitzt. 
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Uber das Redoxpotential des Systems: 
Oxalessigsiure—I-A pfelsiure”). 
Von 
K. Laki. 


Mit 3 Figuren im Text. 


(Aus dem Institut fiir medizinische Chemie, Universitit Szeged.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 12. Juli 1937.) 


HKinleitung. 
Nach Szent-Gyérgyi und Mitarbeitern') spielt die Fumar- 


: siure in der Zellatmung eine katalytische Rolle. Sie zeigten, daB 


die aus Fumarsiiure beziehungsweise Apfelsiiure entstandene Oxal- 


essigsiiure an der Lactico-dehydrase*) hydrierend aktiviert *) wird. 
' So wirkten die Oxalessigsiure und die an der Lactico-dehydrase 
aktivierte Apfelsiiure als Wasserstofftransportmittel zwischen dem 


Wasserstoff der Nihrstoffe und dem Sauerstoff. Ob das System 


' Oxalessigsiiure—Apfelsiiure, ebenso, wie das der Brenztraubensaiure— 
_ Milchsiure*) thermodynamisch reversibel ist, lie8 sich mit Poten- 


tialmessungen nicht bestimmen, weil die aus Apfelsiiure durch 
Fumarase entstandene Fumarsiure an der Succinodehydrogenase 
hydrierend aktiviert wird, und ihr hohes Oxydationspotential eine 
Messung des Redoxpotentials des Systems Apfelsiiure—Oxalessig- 
siure unméglich macht. (Ks ist bekannt, daB Malonsiure die 
Aktivierung an Succinodehydrase hemmt, aber die Hemmung ist 
nicht stark genug, um die Aktivierung der Fumarsiure gentigend 
weitgehend auszuschalten.) 

Die Beobachtung, da8 Oxalessigsiure in hohem Mabe die 
Succinodehydrase hemmt, machte unter bestimmten Bedingungen 
die Messung des Redoxpotentials des Systems Oxalessigsiure— 
Apfelsiiure miéglich. 


*) Diese Arbeit wurde durch die Josiah Macy jr.-Stiftung, 
New York, unterstiitzt. 

') Annau et al., Diese Z. 235, 1 (1935) und 244, 105 (1936). 

*) N. B. Das, Biochemie. J., im Druck. 

*) K. Laki, Diese Z., 236, 31 (1935). 

‘) E.S.G. Barron u. A. B. Hastings, J. of Biol. Chem. 107, 567 
(1934); I. Banga, K. Laki u. A.Szent-Gydérgyi, Diese Z. 217, 43 (1933). 
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Methodisches. 


Apparate: Die Messungen wurden anaerob durchgefiihrt. Es wurde 
dafiir ein etwas modifizierter Apparat') benutzt, wie ihn Borsook und 
Schott?) angeben. Eine weitere Veriinderung, die wir verwendeten, bestand 
darin, dab drei solche MeBréhren kombiniert wurden, so daB sie gleich. 
zeitig evakuiert wurden und der Sauerstoffdruck wiihrend der Messung jn 
allen derselbe blieb. Die Kapillaren der Réhren wurden mit Agar-Agar 
nach Borsook und Schott gefiillt. Als Elektroden diente blankes Platinblech, 


Enzym: 50g in der Latapiemiihle gemahlener Taubenbrustmuske! 
wurde mit 50 ml destilliertem Wasser 10 Minuten durchgeriihrt, dann durch 
ein Tuch filtriert und das Filtrat zentrifugiert. Der Bodensatz wurde nach 
dem Dekantieren der tiberstehenden Fliissigkeit in 50 ml 0,9°/,iger NaCl. 
Lésung suspendiert und nochmals zentrifugiert. Diese Auswaschung mit 
NaCl-Liésung wurde 3mal wiederholt. Zuletzt wurde auf diese Art noch- 
mals mit destilliertem Wasser ausgewaschen und der Bodensatz in 50 ml 
0,9°/,iger NaCl-Lésung suspendiert. Mit auf solehe Weise jedesmal frisch 
hergestellter Enzymlésung habe ich gearbeitet. 


Diese Suspension enthilt sowohl aktive Apfel- und Milch- 
siuredehydrase, wie Fumarase und Succinoxydase. Die im 
Muskel vorhandenen wasserlislichen Substanzen sind durch diese 
Waschungen weitgehend entfernt. 


Lésungen: 1-Apfelsiure und Malonsiiure stammten von Kahlbaum, 
die Oxalessigsiure wurde nach Wohl und Osterlin’) hergestellt. Aus 
diesen Substanzen wurden m/10-Lésungen hergestellt: Die abgewogenen 
Substanzmengen wurden mit n-NaOH neutralisiert und mit Phosphatpuffer 
so aufgefiillt, daB die Endkonzentration m/10 betrug. Wenn Lésungen 
zwischen py 5,5 und 6,5 gebraucht wurden, dann wurden die Substanzen 
nur mit der halben zur Neutralisation erforderlichen Menge NaOH versetzt 
und dann durch Auffillung mit dem betreffenden Phosphatpuffer an das 
gewiinschte pg gebracht. 

Puffer: Als Puffersubstanzen wurden Kalium- und Natrium-phosphat 
nach Sérensen verwendet. Die Konzentration der Lésungen war 2,7-m/i. 


Farbstoffe: Als Redoxindicator wurden Indigomonosulfonat und in 
einem Fall Indigodisulfonat verwendet. Es wurden Lésungen der Farb- 
stoffe verwendet, die in 1 ml 0,25 mg Substanz enthielten. 


Co-Ferment: Ein aus Pferdemuskel hergestelltes Rohprodukt. Daraus 
wurde eine mit Bikarbonat neutralisierte Lisung hergestellt, die in 1 ml 
0,2 mg Co-Ferment enthielt. 

Alle Versuche wurden in einem Wasserthermostaten bei 37° durch- 
gefiihrt. Das Potential wurde gegen gesiittigte Kalomel-elektroden gemessen. 
Zur Verbindung zwischen dem Apparat nach Borsook und Schott uné 
der Kalomel-elektrode diente ein enges Glasrohr, das mit einer mit KCl 
gesiittigten 3°/,igen Agar-Agar-Lésung gefiillt war. 


1) I. Banga, K. Laki u. A. Szent-Gyérgyi, Diese Z. 217, 43 (1933). 
*) H. Borsook u. H. F. Schott, J. of Biol. Chem. 92, 535 (1931). 
5) Wohl u. Osterlin, Ber. chem. Ges. 34, 1139 (1901). 
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ijber das Redoxpotential des Systems: Oxalessigsiiure-l-Apfelsiure. 


Zusammensetzung der Versuchslésung: 


1 ml Malonatlésung 
i ml Oxalacetat + Malatlésung 
1 ml Enzymsuspension 

0,5 ml Farbstofflosung 

0,5 ml Co-Fermentlésung. 


Von dieser Mischung ohne Enzym uud Farbstoff wurde immer eine 


Aus 


Vom Rest wurden 2,5ml in die MeBréhren des Borsook und 
Schottschen Apparates pipettiert und Enzym und Farbstoff zugegeben. 
Nach dem Zusammensetzen des Apparates wurde mit der Olpumpe weit- 
gehend evakuiert, dann in den Thermostaten gebracht, die Kalomel-elektrode 
angeschlossen und in bestimmten Zeitabstiinden das Potential gemessen. 


Uber Reversibilitaét des Systems Malat—Oxalacetat. 
Wenn das System Malat—Oxalacetat thermodynamisch rever- 


‘sibel ist, gilt das untenstehende Reaktionsschema: 


(Malat=) <—™ (Oxalacetat=) + 2H + 2e. 


Dann muf bei konstantem p,, sich das Redoxpotential nach 


der folgenden Gleichung iindern: 


RT 


2 I 


(Malat>) 


Kn = Ko 
i eee yi ane ; 
h 0 © (Oxalacetat>) 


Das heibt, wenn die Oxalacetat-konzentration gréBer wird, 


' wird das Potential positiver, bei VergréBerung der Malat-konzen- 
tration wird es negativer. 


Die erste Figur zeigt einen solchen 
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Fig. 1. 


| Versuch bei Py 1,4 und 37°, wo Malat und Oxalacetat in ver- 
_ schiedenen Konzentrationen (ethenden sind. 


or 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCOXLIX. 



































Aus der zeitlichen Anderung des Potentials ist ersic htlich, 
daB bei einem Verhialtnis Mules Dealacwiat von 8:2 am Anfang 
der Messung (Kurve II) entsprechend dem negativeren Potentia| 
ein Maximalwert schneller erreicht wird, daB aber die Kurve bal| 
zuriickgeht. Dort, wo die Zusammensetzung Malat—Oxalacetat 2:{ 
ist, wird der Maximalwert langsamer erreicht, aber bleibt dor 
mehrere Stunden stehen. 

Die Erklirung des Zuriickgehens der Kurve II ist darin x 
suchen, daB aus Apfelsiiure durch Fumarase Fumarsiiure entsteht 
Diese an Succinoxydase aktivierte Fumarsiiure macht mit ihrey 
Oxydationspotential das System positiver. 

Wenn die Oxalacetat-konzentration gréBer ist als die Malat. 
konzentration, so tritt ein Zuriickgehen der Kurve nicht ein. Dies 
laBt sich dadurch erkliren, dab, wie besondere Versuche gezeigt 
haben, héhere Konzentrationen von Oxalessigsiure die Succin 
oxydase stark hemmen und deshalb die Fumarataktivierung uw. 
méglich wird. 


Hemmung der Succinoxydase mit Oxalessigsdure. 


Die Versuche wurden in folgender Weise gemacht: Unter. 
sucht wurde, welche Zeit eine Mischung von jeweils 10 mg Ber. 
steinsiure, Succinoxydase und verschiedenen Mengen Oxalonig 
siure in Anwesenheit von NRedoxfarbstoffen zur Entfarbung 
brauchte. 

Verwendet wurde der in unserem Institut iibliche 'Thunbers. 
apparat’) mit 6 Rohren. Das Gesamtvolumen der Fliissigkei 
jedes Rohres war 4 ml, die Zusammensetzung folgende: 

A ml "/s56 1- -Naphthol-Na- sulfonat-2,6-dichlorphenol-indophenol als Redox- 
indikator im NebengefaB. 


1 ml Bernsteinsiurelésung neutral = 10 mg Bernsteinsiure. 


1 ml gewaschene Taubenbrustmuskelsuspension: 3 g 3 mal gewaschener 


Muskel in 9ml einer 2,7 x m/15-Phosphatpufferlésung von p,, 7,0. 
1 ml Oxalessigsiiurelésung, neutral enthielt wechselnde Mengen Oxal 
essigsiure. 


Die zweite Figur zeigt die Resultate eines solchen Hemmungs- 
experiments. 

Auf der Ordinate sind die relativen Aktivitiiten der Enzyn- 
wirkung in Prozenten eingetragen, auf der Abszisse die verschie- 
denen Oxalacetatkonzentrationen. Aus der Kurve ist ersichtlich, 
daB die Hemmung der Succinataktivierung schon 92°), ig ist, 


') A. Szent-Gydrgyi, Diese Z. 256, 1 (1935). 
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wenn Bernsteinséure noch im Uberschu8 vorhanden ist. Erwartet 
war, daB durch UberschuB von Oxalessigsiure neben Zugabe von 
Malonsiure die Aktivierung an der Succinoxydase vollkommen 
unterdriickt werde. Die 1. Kurve der Fig. 1 zeigt diesen Fall, 
wo das Verhaltnis Malat—Oxalacetat 2:8 betrug. In diesem Falle 
stellte sich das Potential des Systems Malat—Oxalacetat ein, da 








1003} 
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g 
= 50 
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—» Oxalessigsaure in Mg. 
Fig. 2. 


das Oxalacetat dem anwesenden (aus Malat gebildeten) Fumarat 
gegeniiber im Uberschu8 war, und somit seine Aktivierung an 
der Succinoxydase ginzlich hintanhielt. 

Durch verschiedene Zusammensetzung der Mischungen ist es 
also nicht mdglich, die Reversibilitat des Systems zu zeigen. 
Jedoch die Tatsache, daB bei einer Zusammensetzung Malat— 
Oxalacetat von 8:2 das Potential sehr viel schneller sich nach 
der negativen Richtung verschiebt, zeigt, daB das System reversibel 
ist, und nur wegen der stérenden Hinwirkung der entstandenen 
Fumarsiure nicht meBbar ist. 

Nachdem bei einer Zusammensetzung Apfelsiure—Oxalessig- 
siure = 2:8 das Potential meBbar wurde, wurde untersucht, wie 
das Potential vom p,, abhingt, um zu sehen, ob dieser Zusammen- 
hang einem reversiblen Redoxsystem entspricht. 

Friihere Untersuchungen zeigten'), da Oxalessigsiiure als guter 
Wasserstoffdonator Methylenblau entfirbt. Diese T'atsache hitte natiirlich 
die Messung des Redoxpotentials des Systems Oxalessigsiure—Apfelsiure 
illusorisch gemacht. Die weitere Untersuchung dieser Erscheinung zeigte, 
dab Oxalessigsiure ohne Enzym Methylenblau entfirbt, aber nur bei Be- 
lichtung. Viel weniger aber zeigt sich ein solcher Lichteffekt bei den 
Farbstoffen 1-Naphthol-Na-sulfonat-2,6-dichlorphenol-indophenol und Janus- 
griin. Beim letzteren tritt die Entfirbung nur bis zur roten Farbstoffstufe 
ein. Das wird in Tab. 1 niher erliutert. 


_') K. Laki, Diese Z. 286, 31 (1935); I. Banga u. A. Szent-Gyérgyi, 
Ebenda 245, 113 (1987). 


5* 
















68 K. Laki, 





Diese Versuche wurden in einem Wasserbad von 37° mit Glasseiten. 
winden in dem schon friiher erwihnten modifizierten Thunbergapparat 
unter anaeroben Bedingungen ausgefiihrt. Zur Belichtung wurde eine Lampe 
von 100 Dekalumen verwendet, die einen Abstand von 15 em von dep 
RGhren hatte. 





Tabelle I. 


Pee 





Entfiarbungszeit 
Zusammensetzung der Versuchslésung ntttonnmonies ka 
belichtet | unbelichtet 
1 ml m/10- | 1 ml Methylenblau | 2ml Phosphat- | 12 Min. | 8 keine 
Oxalacetat | 1: 5000 | puffer py=7 Anderung 
desgl. | 1-Naphthol-Na-sulfo- | desgl. 0 » desgl. 
| nat-2,6-dichlorphenol- | 
indophenol 1 : 4000 
desgl. | 1 ml Janusgriin | desgl. 90 ,, desgl. 
1: 5000 
desgl. | 1 ml Indigotetrasulfo- desgl. 3" keine desgl. 
| nat 1: 4000 Anderung 
desgl. | 1 ml Indigodisulfonat desgl. desgl. | desgl. 
| 1: 4000 | | 
desgl. | 1 ml Indigomonosulfo- desgl. desgl. desgl. 
| nat 1: 4000 





Aus der Tabelle ist ersichtlich, dab die bei potentiometrischen Mes 
sungen verwendeten Indigosulfonate sich durch Oxalessigsiiure gar nicht 
entfirbten, auch nicht bei Belichtung. Diese durch Licht entstandene Ent- 
firbung des Methylenblaus lat sich mit KEnzymlésung auf 5 Minuten 
30 Sekunden steigern. Diese Steigerung ist jedoch nicht spezifisch, weil 
mit auf 80° erwiirmtem Enzym fast die gleiche Beschleunigung erreichbar 
ist (6 Minuten 30 Sekunden). 

Indigosulfonat kann Oxalessigsiiure in Anwesenheit von Enzymlésung 
auch in 6 Stunden nicht entfirben. 


p,, und Redoxpotential. 


Weil das Potential nur bei einer Zusammensetzung Malat 
Oxalacetat = 2:8 meBbar ist, wurden bei diesen Messungen 
jeweils 0,75 ml der Oxalacetatlésung und 0,25 ml der Malatlésung 
in die Borsook und Schott-Rohre pipettiert. Das entspricht, 
wenn man von der durch Fumarase aus Apfelsiure gebildeten 
Fumarsiiure absieht, einer Zusammensetzung von Apfelsiure- 
Oxalessigsiure = 2:8. 

In der zweiten Kolumne der Tab. II sind die unter solchen 
Konzentrationsverhiltnissen bei verschiedenem p,,_ bestimmten 
Potentiale eingezeichnet, alle bezogen auf die Normal-Wasserstofl- 
elektrode. 
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Tabelle II. 


Der Zusammenhang zwischen py und Redoxpotential bei dem System: 
Malat-Enzym-Oxalacetat. Temperatur 37°. 











En gefunden | E, berechnet E, gefunden | EJ berechnet 
Po | Red/Ox = 2:8] Red/Ox=5:5]]| Pr | Red/Ox = 2:8 | Red/Ox = 5:5 
Volt Volt Volt Volt 
1,7 — 0,185 — 0,203 7,1 — 0,165 — 0,183 
7,6 —0,175 — 0,198 6,6 — 0,125 — 0,148 
7,6 —0,177 — 0,195 6,5 — 0,133 —0,151 
7,6 —0,175 — 0,193 6,2 — 0,105 — 0,123 
1,4 — 0,175 —0,193 6,2 —0,115 — 0,133 
1,4 — 0,167 — 0,185 6,2 — 0,109 —0,127 
7,1*)| 0,165 — 0,183 5,5 — 0,053 —0,071 




















*) Mit Indigodisulfonat bestimmt. 


In der dritten Kolumne sind die nach Gl. 1 aus diesen Werten 
berechneten K,,’-zahlen vermerkt. Aus allen K,,’-daten wurde nach der 


Gleichung von Borsook und Schott?) & errechnet, deren Mittel- 
wert + 0,259 + 0,009 Volt betrigt. [Die Dissoziationskonstanten 
der Apfelsiiure und Oxalessigsiiure bzw. Oxyfumarsiure stammen 
aus den Arbeiten von Borsook und Schott’) und A. Wasser- 
mann’)], Es wurde aus diesem Mittelwert bei verschiedenem p,, 
nach der Borsook- und Schottschen Gleichung E,’ berechnet. 
In der dritten Figur zeigt die Kurve die berechneten Werte. 
Die Punkte geben die experimentell gefundenen Zahlen. 
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Fig. 3. 


Abgesehen von der Streuung zeigen diese Daten, daf es sich 
um ein thermodynamisch reversibles System handelt, dessen 
EK, = — 0,169 + 0,009 Volt bei p,, 7,0 und 37° ist. 


'! H. Borsook et al., J. of Biol. Chem. 107, 237 (1937). 
*) H. Borsook u. H. F. Schott, J. of Biol. Chem. 92, 559 (1931). 
*) A. Wassermann, Helvet. chim. Acta 13, 223 (1930). 
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Stérend wirkt die Decarboxylierung der Oxalessigsiiure. Die untere 
Tabelle zeigt bei unseren Versuchen die GréBe der Decarboxylierung jn 
verschiedenen Zeiten bei py 7 in Prozenten. Die Oxalessigsiiure wurde mit 
Straubs’) Methode bestimmt. Da das Potential in meinen Versuchen 
spitestens nach 60 Minuten konstant wird, bleibt die durch die Decarboxylation 
der Oxalessigsiiure entstandene Unsicherheit innerhalb der Fehlergrenze 
des gegebenen Wertes. 














Minuten Decarboxylierung in %/, 
15 16 
35 29 
45 29 
60 32 
Zusammenfassung. 


Da Oxalessigsiure Succinoxydase hemmt, ist die stérende 
Wirkung des Fumarats bei der Messung eliminierbar, und bei 
einer Zusammensetzung Oxalacetat—Malat = 2:8 wird das Redox- 
potential des Systems elektrometrisch bestimmbar. 

Das Potential hangt vom p,, ab, so wie man das von einem 
thermodynamisch reversiblen Redoxsystem erwarten durfte. 

EK,’ des Systems ist im Mittelwert bei p,, 7,0 und 37° 


0 


— 0,169 + 0,009 Volt. 


!) FB. Straub, Diese Z. 244, 117 (1986). 


Berichtigung 


zur Arbeit H. vy. Euler, E. Adler und G. Ginther, Uber die 
Komponenten der Dehydrasesysteme. XV. Diese Z. 249, Heft 1, 
S. 13 (1937). 


Tabelle 6, Versuch 7 letzte Spalte lies 43 statt 340. 
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Untersuchung iiber die Konstitution von ,,Artostenon“, 
einem Sterinketon 
aus der indischen Sommerfrucht ,,Artocarpus integrifolia“. 


IV. Oxydation von Artostenon. 
Von 
Madhab Chandra Nath’). 


(Aus der Biochemischen Abteilung des Chemischen Laboratoriums der Universitit Dacca.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 4. Juli 1937.) 


In einer friitheren Mitteilung*) hat der Verfasser iiber die 
Isolierung des Artostenon, tiber die Zahl und Art der Doppel- 
bindungen und das Véerhalten gegen verschiedene Reduktionsmittel 
berichtet Die vorliegende Arbeit bringt weitere Versuche zur 
Konstitutionsermittlung. 


IV. Oxydation von Artostenon. 


Die Oxydation von Gallensiuren und Sterinen durch a) 
Kaliumpermanganat in neutraler und saurer Lésung, b) starke 
Salpetersiure (spez. Gew. 1,4) und c) Chromsiure in siedendem 
Kisessig hat wichtige Aufschliisse vermittelt bei der Entwirrung 
des Kohlenstoffgeriistes dieser Substanzen. 

Windaus’) und Tschesche‘) haben gezeigt, daB Kalium- 
permanganat in neutraler Acetonlésung a@-f-ungesittigte Ketone, 
wie das Koprostenon, umwandelt in eine Ketosiure 


—CO—CH = C< —» —CO—COOH OC< —» CO, + >COOH 0 =C< 


_ tber eine Reihe von hypothetischen Zwischenprodukten. Diese 


Art der Ringsprengung erzielten auch Wieland und Kulen- 
kampff5) bei der Oxydation der Brenz-desoxy-biliansiiure (C,,H,,0,) 


| durch Permanganat zu Wielands Diketo-dicarbonsiure (C,,H,,0,). 


*) Lady Tata Memorial Scholar. 

*) Nath, Diese Z. 247, 9 (1937). 

*) Ber. chem. Ges. 39, 2008 (1906). 
*) Liebigs Ann. 498, 185 (1932). 

*») Diese Z. 108, 295 (1920). 
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Madhab Chandra Nath, 


Wenn man Artostenon in saurer oder neutraler acetonischer 
Lésung mit Permanganat oxydiert, so erhalt man aus dem Mono. 
keton Artostenon eine Diketo-carbonsiure. Es wird keine Kohlen- 
siure abgespalten bei langerer Reaktionsdauer, und so bestitigt 
sich die von Windaus (a. a. O.) und Tschesche (a. a. 0.) an- 
genommene Bildung von Zwischenprodukten. Die Reaktion hej 
der Oxydation von Artostenon kann also folgendermafen einfach 
formuliert werden: 


—CO—CH = C<_ ——-> —CO—COOH OC<. 


Das beweist auch endgiiltig, dai Artostenon ein «@-f-un- 
gesittigtes Keton ist. Die CO-Gruppe ist gegen Oxydation sehr 
bestindig, vielleicht dank der Nachbarschaft eines tertiiiren 
Kohlenstoffes. Die Stellung der Ketogruppe an C,, und die der 
ungesiittigten Bindung zwischen ©, und C,, (vgl. Teil IIL*) wird 
somit weiter gestiitzt. 

Am stiarksten, aber auch undurchsichtigsten oxydiert Salpeter- 
siure vom spez. Gew. 1,4—1,42. Reindel und Niederlander') 
haben aus Ergosterin Methyl-mellophansiure (C,,H,O,) mit nur 
einem vollstandig aromatisierten Ring erhalten; Neoergosterin 
liefert bei der gleichen Reaktion Mellophansiure (C,,H,O,). Bei 
der Oxydation des Artostenon mit Salpetersiiure jedoch erhalten 
wir eine Nitrocarbonséure mit zwei kondensierten Benzolringen. 
Daraus laBt sich der weitreichende Schlu8 ziehen — der auch 
die friiher entwickelte Ansicht stiitzt — daB die Doppelbindung 
des Artostenon nicht im ersten und zweiten Ring liegt. 

Ruzicka und seinen Schiilern’) ist es gelungen, die Seiten- 
kette des Epi-dihydro-cholesterin-acetat durch Oxydation mit 
Chromsiiure in Eisessig zu entfernen und so das Androsteron 
(C,,H,,0,), das minnliche Sexualhormon, synthetisch zu bereiten. 
Im gleichen Jahr zeigten Fernholz und Chakravorty'), dab 
man 3-Oxy-allocholansiure (C,,H,.O.) und #-3-Oxy-nor-allocholan- 
siure aus Dihydro-cholesterin-acetat bzw. Stigmasterol-acetat 
erhalten kann. Dadurch konnten die Verfasser die Stellung der 
Hydroxylgruppe (naémlich an C©,) im Stigmasterin und im Ergo- 
sterin festlegen. Chromsiureoxydation ist auch wertvoll zur Be- 
stimmung der Zahl der Kohlenstoffatome in der Seitenkette von 





*) Liebigs Ann. 482, 264 (1930). 

7) Ruzicka, Goldberg u. Brungger, Helvet. chim. Acta 1%, 
1389 (1934), Dieselben u. Eichenberger, Ibid. 17, 1395 (1934). 

8) Ber. chem. Ges. 67, 2021 (1934). 
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Sterinen®), Ferner haben Wieland, Schlichting und Jacobi”) 
Chromsiure zum stufenweisen Grignard-Abbau der Seitenkette 
in der Cholanséure benutzt. Windaus!!) endlich bereitete so 
Cholansiure (C,,H,,O0,) aus Cholestan. 


la) Oxydation mit Kaliumpermanganat 
in neutraler Lésung. 


1 g Artostenon wird in 50 ccm Aceton und 10 ccm Wasser 
gelést und mit einer Liésung von Kaliumpermanganat (3 g in 
110 com Aceton und 15 ccm Wasser) versetzt. Die Mischung 
wurde bis zur Entfarbung erwiirmt. Die farblose, filtrierte Lisung 
wird unter Zusatz von 20 com Wasser im Vakuum vom Aceton 
befreit und die beim Abkihlen ausfallenden Krystalle mit Ather 
gewaschen, 2mal aus einem Alkohol—Benzol-Gemisch (2:1) und 
schlieBlich aus Methylalkohol—Benzol (2:1) umkrystallisiert. 
Schmelzpunkt der so erhaltenen Krystalle 136°. 

5,110 mg Subst.: 14,320 mg CO,, 4,785 mg H,0O. 

CyHj0, Ber. C 75,94 H 10,54 Gef. C 76,42 H 10,48. 

Molekulargewicht. 0,1358 mg Subst. in 20 cem Benzol: Gefrierpunkts- 
erniedrigung 0,088 °. 

Fiir Cy9H5.0, 


Anilid. 0,7 g des Oxydationsprodukts werden in 4 cem Anilin eine 
Stunde am Riickflu8 erhitzt. Die Mischung wird dann auf Eis gegossen, 
ohne da8 ein Niederschlag erscheint. Nun destilliert man das iiberschiissige 
Anilin im Vakuum ab. Den Destillationsriickstand list man in Methanol, 
erwiirmt mit Norit, filtriert und fiigt einige Tropfen Wasser hinzu. Nach 
mehrtigigem Stehen erscheinen grofe, hellbraune, sternférmige Krystalle 
(Schmelzp. 139°), die bei weiterem Umkrystallisieren einen Schmelzpunkt 
von 140° zeigen. 

5,978 mg Subst.: N 0,125 eem (25° C, 758 mm). 

C,¢H;,NO, Ber. N 2,72 Gef. N 2,30. 

Dioxim. DaB das Permanganat-oxydationsprodukt zwei Ketogruppen 
enthilt, wird erwiesen durch die Bildung eines Dioxims, das unter Zer- 
setzung bei 169—170° schmilzt. 

5,955 mg Subst.: N 0,303 cem (25,5° C, 756 mm). 

C,)H5.N,0, Ber. N 5,57 Gef. N 5,60. 


Ber. 474 Gef. 452. 


1b) Oxydation von Artostenon mit saurem Permanganat. 


1,5 g Artostenon werden wie unter a) oxydiert. An Stelle von Aceton 
und Wasser tritt eine Mischung von 2 cem konzentrierter Schwefelsiure 





*) Guitteras, Nakmiya u. Inhoffen, Liebigs Ann. 494, 116 (1932). 
*) Diese Z. 161, 80 (1926). 
") Ber. chem. Ges. 39, 2008 (1906). 
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in 15 ccm Wasser und 100 ccm Aceton. Das bei 126—128° schmelzende 
Rohprodukt schmilzt nach mehrfachem Umkrystallisieren bei 134°. 


3,812 mg Subst.: 10,615 mg CO,, 3,550 mg H,0O. 
CyHs0, Ber. C 75,94 H 10,54 Gef. C 76,12 H 10,42. 


Dioxim. Das gereinigte Oxim schmilzt bei 173°. 
8,102 mg Subst.: N 0,430 cem (25,5° C, 756 mm). 
Cz>Hs,N,0, Ber. N 5,57 Gef. -_N 5,75. 


Anilid. Bereitet wie unter 1a). Schmelzp. 140—141°. 
8,139 mg Subst.: N 0,185 cem (25° C, 757 mm). 
C,,H,,NO, Ber. N 2,72 Gef. N 2,50. 


Nach diesen Zahlen liefern neutrale und saure Permanganat- 
oxydationen das gleiche Produkt, nimlich Diketo-artostansiiure. 
Das Molekulargewicht und die Verbrennungszahlen der Siure 
und ihrer Derivate machen folgende Formel wahrscheinlich: 


2. Salpetersiureoxydation des Artostenon. 


2 g fein gepulvertes Artostenon werden allmihlich zu 50 g starker 
Salpetersiiure zugefiigt. Das Gemisch wird ungefihr 70 Stunden knapp 
unter dem Siedepunkt erhitzt. Nachdem fast die ganze Siure verdampft 
ist, wird unter Zusatz von 10 cem Wasser gekiihlt. Die wa&Brige Lisung 
hinterliBt beim Eindampfen keinen Riickstand. Die unldsliche teerige 
Substanz konnte nicht krystallisiert erhalten werden. 

Nun wurde unter milderen Bedingungen gearbeitet. Die 
Salpetersiure auf dem kochenden Wasserbad wird allmahlich mit 
der Substanz versetzt. Diese schmilzt zunichst und wird all- 
mihlich braun und fest. Nach 15stiindigem Erhitzen war alles 
in Lésung gegangen. Nach weiteren 10 Stunden wurde gekiiblt 
und Wasser zugefiigt. So erhielt man einen flockigen Nieder- 
schlag, der sich in verdiinnter Natronlauge mit leuchtender orange- 
roter Farbe léste. Beim Ansiiuern mit Salzsiure fiel die Siure 
wieder aus, leicht gelb gefirbt. Sie schmolz bei 157—159° unter 
Zersetzung. 

4,201 mg Subst.: 9,047 mg CO,, 2,885 mg H,O. — 12,846 mg Subst.: 
N 0,795 cem (26°, 757 mm). 
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C,,H,,NO, Ber. C 58,16 H 7,49 N 6,17 
C,,H, NO, ” ”? 59,99 ”? 7,91 ”? 5,83 
Gef. ,, 58,72 , 7,68 ,, 6,36. 
Molekulargewichtsbestimmung. Auf kryoskopischem Wege mit Benzol 
als Lésungsmittel. 
0,0539 g Subst.: Gefrierpunktserniedrigung 0,069°. 


fiir C,,H,,NO, »  » 241 Gef. M 229,1. 


Folgende Strukturformel der Nitrocarbonsiure wird fiir wahr- 
scheinlich gehalten: 
NO, NO, 


| | 
nat- 2 a y-000H oder ~ — -cooH 
jure, | 


iue al oe ae 


‘ende 


3. Oxydation mit Chromsiure. 


1 g Artostanon (Dihydro-artostenon), gelést in 8 cem kochendem Eis- 
essig, wird aus einem Tropftrichter im Laufe von 5 Stunden mit einer 
Lisung von 8 g Chromsiure in 70 cem Eisessig und 3 ccm Wasser versetzt. 
Danach fiigt man noch 1 g Chromsiure in 5 cem Eisessig und 5 cem Wasser 
hinzu und kocht 5 Stunden am Riickflu8. Dann wird das Lésungsmittel 
zum grdBten Teil abdestilliert und die restliche Lésung gekiihlt und mit 
Natronlauge neutralisiert, wobei das wenig lésliche Natriumsalz der Siure 
zusammen mit Chromhydroxyd gefillt wurde. Da8 kein unveriindertes 
Artostanon und kein Keton vorhanden ist, zeigt sich bei der Behandlung 
einer kleinen Probe des Niederschlags mit Ather, wobei nichts in Lésung 
oon geht. Der Niederschlag wird abfiltriert, in Wasser suspendiert und mit 
me Salzsiiure angesiiuert. Chromhydroxyd geht in Lésung, und die unlésliche 
| Siiure wird frei. Man filtriert, trocknet, l6st in Ather, krystallisiert zunichst 





rker 


rd aus Ather-Alkohol (1:2) und dann aus Alkohol um. Ausbeute 0,01 g, 

mB Schmelzp. 88—90°. 

Dj 3,912 mg Subst.: 10,812 mg CO,, 3,382 mg H,0. 

oe CyoH,,0, Ber. C 75,49 H 9,42 

“9 C,,H420s » yw 15,90 ,, 9,64 Gef. C 75,40 H 9,70. 

all- 

lles Fiir diese Ketosiure kommen folgende Formeln in Betracht: 

, C=O CO 

ihlt | 

ler- a ik ae COOH op eno0on 
| ) | 

all a tie ie ail oder ee 

ure | 

ter ‘ur a 


Der Verfasser dankt Dr. K. P. Basu und Prof. J. C. Ghosh fiir ihr 
st. : freundliches Interesse bei der Ausfiihrung der Arbeit. 
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V. Darstellung und Analyse von Artosten-amid-platinchlorid : 
eine neue Methode zur Ermittlung der Zahl der Kohlenstoff- 
und Wasserstoffatome in Stenonen. 

Von 


Madhab Chandra Nath. 
(Der Schriftleitung zugegangen am 4. Juli 1937.) 


Im allgemeinen ist es sehr schwierig, die genaue Zahl der 
Kohlenstoff- und Wasserstoffatome im Sterinmolekiil mit seine 
vielen Kohlenstoffatomen festzustellen, da der Prozentgehalt an 
Kohlenstofi in einem Sterin sich nur um 0,04—0,08 vom nichst 
héheren oder niederen Homologen unterscheidet. (Z. B. berechnet 
sich fiir die alte Ergosterinformel C,,H,,O C = 84,80°/, und 
H = 11,00°/,, fiir die neue Formel C,,H,,O C = 84,84°/ und 
H=11,11°/,). DieMolekulargewichtsbestimmung auf kryoskopischem 
Wege gibt auch nicht sehr genaue Werte ’”). Daher kam es, daf bis 
zum Jahre 1932 dem Ergosterin 27 C-Atome zugeschrieben wurden. 

Aus Verbrennungsdaten einiger Ergosterinderivate schlossen 
Windaus und Littringhaus?%), daB die wahrscheinliche Formel 
des Ergosterins C,,H,,O ist. Die neue Formel wurde gestiitzt 
durch Guiteras, Nakamiya und Inhoffen®), die bei der Oxydation 
des hydrierten Ergosterins ein Keton mit 9 C-Atomen isolierten 
von der Formel CH, CH, 


0=¢—CH,—CH,—CH—CH 
Ou, OH, 
Die Verfasser gingen von 20 g Substanz aus und gewannen daraus 
nur 0,15 g Semicarbazon. 

Da die Methode groBe Mengen Ausgangs-sterin erfordert, 
hielten wir es fiir wiinschenswert, eine neue Methode zu ent- 
wickeln, um die genaue Zahl der C- und H-Atome und damit 
die genaue Formel eines Sterins mit einer sehr kleinen Substanz- 
menge (ungefihr 0,2 g) in einfacher Weise einwandfrei festzustellen. 
Das wurde auf folgendem Wege erreicht: 

Das Stenon wird iiber das Oxim ins Stenamin verwandelt 
und dieses in das platin-chlorwasserstofi-saure Salz iibergefiihrt. 
Das Molekulargewicht dieses Stenamin-platinchlorids, bestimmt 
durch Pregls Mikromuffelmethode, liefert auch das Molekular- 


12) Angus, Askew, Bourdillon, Bruce, Callow, Fischmann, 
Philpot u. Webster, Proc. Roy. Soc. 108, 340 (1931). 
18) Nachr. Ges. Wiss. Gottingen 4, 150 (1932). 
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gewicht der Ausgangssubstanz Stenamin und Stenon. Das Mehr 
oder Weniger von einem Kohlenstoff- oder Wasserstoffatom im 
Molekiil praigt sich scharf im Prozentgehalt an Kohlenstoff oder 
Wasserstoff bei dieser komplexen Platinverbindung aus. Daher 
kann man sehr hiibsch durch die Verbrennungsdaten die genaue 
Zabl der C- und H-Atome in dem Sterinmolekiil feststellen. 

Artostenamin: 0,7 g Artostenonoxim werden in 10 ccm 
Alkohol gelést und mit 5 g Zinkstaub und 10 ccm 5°/ iger 
alkoholischer Natronlauge versetzt. Es wird 5 Stunden am Riick- 
flu auf dem Wasserbad erwirmt. Dann wird filtriert, eingeengt 
und 50 com Wasser hinzugefiigt. Der entstehende Niederschlag 
wird 2mal aus absolutem Alkohol umkrystallisiert. Ausbeute 0,4 g, 
Schmelzp. 169—170° 

Artostenaminplatinchlorid: Amine sind fiir gewoéhnlich 
lislich in anorganischen Saiuren. Artostenamin lést sich nicht in 
Salzsiiure, wohl aber in Eisessig. 

0,1 g Amin werden in 10 ccm Eisessig gelést und 5 Minuten 
lang erhitzt. Zu der filtrierten und klaren Liésung fiigt man 
eine essigsaure Lésung von Platinchlorwasserstofisiure. (0,2 g ge- 
list in wenigen Tropfen Wasser.) Dann wird 10 Minuten auf 
dem Wasserbad erwirmt. Beim Abkihlen erscheinen durchsichtige 
Krystalle. Ausbeute 0,06 g. 

Molekulargewicht des Platinkomplexes: Die quanti- 
tative Bestimmung des Platins geschah in Pregls Mikromuffel: 


8,442 mg Platinkomplex: 1,275 mg Platin. 
C,.H;,0 Mol.-Gew. Ber. 426 . 


Fiir das Molekulargewicht des Platinkomplexes gef. 1291 und somit 
fir das Artostenon selbst 440,5. Verbrennung des Platinkomplexes: 
2,259 mg Subst.: 4,712 mg CO,, 1,707 mg H,0. 


(NH, C,,H;, -HC),PtCl, Ber. C 56,99 H 8,54 
(NH, C,,H,,:HC),PtCl, Ber. ,, 56,33 » 8,42 
Gef. ,, 56,88 » 8,5. 


Die Zahlen zeigen deutlich den groBen Unterschied im 
Kohlenstoffgehalt der Homologen als Platinkomplexe im Gegensatz 
zu den Verbrennungszahlen der freien Sterine (vgl. oben die Zahlen 
der alten und der neuen Ergosterinformel). 

Artostenol aus Artostenamin: Stenone kénnen zu den 
Alkoholen reduziert werden, wenn man ihr Oxim ins Amin verwandelt 
und das letztere durch salpetrige Séure in den Alkohol iiberfiihrt. 

0,1 g Artostenamin werden in 10 ccm Eisessig gelést und 
0,5 g Natriumnitrit bei 25° hinzugegeben. Nach einer halben Stunde 
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versetzt man mit 50 ccm Wasser, filtriert den Niederschlag ah 
und krystallisiert aus Alkohol um. Schmelzp. 107° 
Das Acetylderivat, wie tiblich bereitet, schmilzt bei 118—120° 
und zeigt die gleichen Verbrennungsdaten wie das Acetylartostenol®) 
3,519 mg Subst.: 10,529 mg CO,, 3,572 mg H,O. 
C,.H;,0, ‘Ber. C 81,75 H 11,49 Gef. C 81,62 H 11,35. 
Bei Ausfiihrung der Arbeit hatte Verfasser sich des Interesses und 


der wertvollen Unterstiitzung von Prof. J.C. Ghosh und Dr. K. P. Basy 
zu erfreuen und dankt ihnen auch an dieser Stelle. 





VI. Tautomerie der Doppelbindung im Artostenon 
und ihre Lage zur Ketogruppe. 
Von 
Madhab Chandra Nath. 
(Der Schriftleitung zugegangen am 4. Juli 1937.) 


Die folgenden Versuche sind weitere Belege fiir unsere An- 
schauung, daB die Doppelbindung des Artostenon in @-f-Stellung 
zur Ketogruppe steht und im dritten Ring sich befindet. 

Alkoholische Schwefel- oder Salzsiure kénnen in ungesittigten 
Verbindungen der Sterinreihe Wanderung der Doppelbindung 
bewirken. 

: Versuche. 

«-Artostenon: 1g Artostenon in 20 cem absolutem Alkohol und 
1 ecem konzentrierter Schwefelsiure wird 4 Stunden am RiickfluB erhitzt 
(Farbe von Gelb tiber Orange nach Rot wihrend der Reaktion). Die Liésung 
wird gekiihlt und die schénen Krystalle (0,07 g) abgetrennt. Sie schmelzen 
nach Umkrystallisieren aus Alkohol bei 99°. 

Die Jodzahl, bestimmt mit JBr in Essigsiure bei 0°, be- 
trigt 58,2. Ber. fiir eine Subst. des Mol.-Gew. 426:60. Damit 
ist die Anwesenheit von nur einer Doppelbindung erwiesen. 
Die Ketogruppe bleibt intakt, denn die Substanz gibt ein schin 
krystallisierendes Oxim. 

4,153 mg Subst.: 12,858 mg CO,, 4,452 mg H,0O. 

Cy.H,0 Ber. C 84,51 4H 11,74 Gef. C 84,43 H 11,99. 
a-Artostenon-oxim: Das Oxim schmilzt bei 193—194° Ks 
ist zu beachten, daB das Oxim des Artostenon bei 175° und das 
des Dihydroartostenon bei 192—194° schmilzt. 

Benzalverbindung des e¢-Artostenon: Hine Mischung von 0,5 ¢ 
a-Artostenon und 12 Tropfen frisch destilliertem Benzaldehyd 
wird auf dem Wasserbad mit 10 ccm absolutem Alkohol und 
0,5 ccm konzentrierter Schwefelsiiure 2 Stunden am RiickfluB er- 
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wirmt. Man gieBt in 20 ccm Wasser und kocht einige Zeit auf 
jem Wasserbad, um den UberschuB von Benzaldehyd zu ent- 
fornen. Beim Abkihlen erscheint eine feste Masse, die beim 
wiederholten Umkrystallisieren aus verdiinntem Alkohol Nadeln 


yom Schmelzp. 89—90° liefert. Ausbeute ungefihr 0,2 g. 


4,820 mg Subst.: 14,710 mg CO,, 4,529 mg H,0. 


CyoH,.0: CHC,H, - H,O Ber. C 83,46 H 10,53 
Gef. ,, 83,22 ,, 10,51. 


Benzalverbindung des Dihydro-artostenon: Wihrend Artostenon 


selbst sich mit Benzaldehyd nicht kondensiert, liefert das Dihydro- 


artostenon eine Benzalverbindung. Somit befindet sich wohl im 
Dihydro-artostenon, nicht aber im Artostenon eine Methylengruppe 


in Alpha-stellung zur Ketogruppe. 


Die Benzalverbindung des Dihydro-artostenon schmilzt nach dem 
Umkrystallisieren aus Alkohol bei 91—92°. 
3,750 mg Subst.: 11,418 mg CO,, 3,489 mg H,0O. 
C,,H;,0: CHC,H,;:H,O Ber. C 83,46 H 10,53 
Gef. ,, 83,46 ,, 10,46. 


Bromierung des Dihydro-artostenon. Die Bromierung wurde 


| wie in Teil II beschrieben ausgefiihrt. Die Ergebnisse sind folgende: 


0,2823 g Subst. verbrauchen 387,45 ccm n/10-Br in CCl,-Liésung; 


| ber. fiir den Verbrauch von 1 Atom Br-Molekiil: 6,59 cem n/10-Br. Also 
| Verbrauch pro Molekiil 5,7 Br-Atome. — Als HBr wiedergefunden 17,6 ccm 


n/10-Br = 2,7 Br-Atome pro Molekiil. Also sind 3 Bromatome substituierend 


_ ins Molekiil eingetreten. 


Diskussion. 


Artostenon wird beim Kochen mit alkoholischer Schwefel- 
siure umgelagert. Es entsteht ein Isomeres, das im Gegensatz 
zum Artostenon eine Benzalverbindung liefert, womit eine Methylen- 
gruppe, benachbart zur Carbonylgruppe, nachgewiesen ist). Auch 
Dihydro-artostenon kann mit Benzaldehyd kondensiert werden. 

Ks ist ferner gezeigt worden, daB in das Dihydroartostenon 
3 Bromatome substituierend eintreten, wihrend im Artostenon nur 


2Bromatome durch Substitution gebunden werden. Auch daraus 


geht hervor, daB bei der Hydrierung der Doppelbindung eine zu- 
sitzliche Methylengruppe gebildet wird. Diese Beobachtungen 
und das Vorhandensein von nur einer Doppelbindung im Artostenon 
zeigen, daB es die Gruppe I oder II enthiilt 


| | 
I =CH—CO—CH— II =CH—CO—C< 


*) Reindel, A. 466, 131 (1928). 
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und beim Behandeln mit alkoholischer Schwefelsiiure oder nag} 
Hydrierung der Doppelbindung diese umwandelt in 


| 
I —OH,—0o—CH— II —CH,—CO—C< 
| 


Kin anderer héchst wichtiger Schlu8 ist folgender: Der dritt 
Ring ist mit dem zweiten bei C,—C, und nicht bei C,—C, kon. 
densiert. Denn wire die Bindung bei C,—C,, so wiirde auch 
die Doppelbindung die gleiche Stellung einnibanen (C,—C,), also 
dem zweiten und dritten Ring gemeinsam sein. Dann wiird 
Salpetersiureoxydation Ringsprengung an dieser Stellung bewirk 
haben, und es hitte keine Nitrocarbonsiure mit 2 Ringen ent. 
stehen kénnen; es ist bekannt, daf 5-gliedrige Ringe (Ring IV 
bei solchen Oxydationen von Sterinen immer aufgespalten werden, 


1 ie 1 9 
| | POE iP 
eo <n a ; | ‘ 
i oe a a 
ry” ‘ 


Ferner ist im Teil III und IV walhrscheinlich gemacht worden, 
daB der Carbonylgruppe ein tertiiires Kohlenstoffatom benachbart 
ist. Daher ist die Gruppierung II (vgl. oben) im Artostenon wahr- 
scheinlicher und somit ergibt sich die Formel 

CO 
‘“ a 


Awe 
a a 


Wenn man die zwei heimatlosen Kohlenstoffatome bei U,, 
und C,, unterbringt, wie es in der Reihe iiblich ist, so kann die 
Doppelbindung nicht zwischen C,,—C,, stehen. 

Das Salpetersiiure-oxydationsprodukt (Teil IV) zeigt einwand- 
frei, dab Doppelbindung und Ketogruppe nicht in den vierten Ring 
gelegt werden diirfen, denn in diesem Fall wiirde Salpetersiure- 
oxydation ein Produkt mit 3 Ringen geliefert haben. 

Somit erscheint die Stellung der Carbonylgruppe bei C,, unt 
der Doppelbindung bei C,—C,, sehr wahrscheinlich. 

Der Verfasser erfreute sich bei Abfassung dieses Teiles der wert 


vollen Kritik von Prof. S. N. Bose und dankt ihm dafiir auch an dieser 
Stelle aufrichtig. 
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Zusammenfassung der Ergebnisse vorstehender 3 Mitteilungen 
: (Teil IV, V und VI). 


1. Die Oxydation des Artostenon mit neutraler und saurer 


' Permanganatlésung liefert eine Diketosiure (Diketo-artostansiiure) 
‘der Formel C,,H,,O,. Schmelzp. 136° Die Siiure bildet ein schén 
‘krystallisierendes Dioxim (Schmelzp. 173°) und Anilid (Schmelz- 
punkt 140—141°). 


2. Bei Salpetersiiureoxydation entsteht eine Nitrocarbonsiure 


Fmit zwei kondensierten Ringen. Schmelzpunkt unter Zers. 157 
Pbis 159°. 


3. Oxydation mit Chromsiiure fihrt zu einer Ketosiure vom 


Schmelzp. 88—90°. 


4, Kine neue chemische Methode wird geschildert zur genauen 


‘Bestimmung der Zahl der Kohlenstoff- und Wasserstoffatome in 
' Sterinen. 


5. Artostenon wird iiber sein Oxim in Artostenamin (Schmelz- 


punkt 169—170°) und dieses in das Artostenamin-platinchlorid 
‘verwandelt. Das Molekulargewicht dieser Komplexverbindung 
'ist 1291. Daraus berechnet sich fiir Artostenamin 440,5. Mikro- 
‘verbrennung zeigt sehr genau, daf Artostenon nur 30 Kohlenstoff- 
-atome im Molekiil enthalten kann. Das ist eine Bestiitigung der 
'friher vorgeschlagenen Bruttoformel. 


6. Artostenon wird beim Kochen mit alkoholischer Schwefel- 


j siiure in das isomere ¢-Artostenon verwandelt. Schmelzp. 99—100°. 
Qxim-Schmelzp. 93—94°. 


7. @-Artostenon, nicht aber Artostenon, bildet eine Benzal- 


verbindung. 


8. Auch Dihydro-artostenon kann mit Benzaldehyd konden- 


‘siert werden. 


9, Wahrend beim Artostenon 2 Br-Atome substituierend ein- 


Ftreten, sind es beim Dihydroartostenon 3. 


10. Die Stellung der Carbonylgruppe an C,, und der Doppel- 


'bindung zwischen C,—C,, ist die wahrscheinlichste. 


Der Verfasser schuldet dem Lady Tata Memorial Trust 


tir ein Stipendium aufrichtigen und herzlichen Dank. 














Uber den Abbau des Diathylanilins und Diathylanilinoxy, 
im Tierkérper. 
Von 


F. Horn. 






























(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitat Greifswald.) er 
(Der Schriftleitung zugegangen am 16. August 1937.) 19 

\”) 

4, 


Im AnschluB an Versuche iiber die Oxydation alkylierte t 


Anilinderivate im Tierkérper?) wurden gelegentlich auch Versuch i 
mit Diithylanilin und Diathylanilinoxyd ausgefihrt. Es zeigt): i” 
sich dabei, daB nach subcutaner Verabreichung p-Diathylamino “ 


phenol als gepaarte Verbindung im Harn ausgeschieden wurde 
Auffallend ist, daB bei Hunden und bei Kaninchen die p-Ve-fme™ 
bindung gefunden wurde, wihrend bei allen bisher untersuchten 
Anilinderivaten beim Pflanzenfresser Oxydation in p-Stellung, bein 
Fleischfresser stets in o-Stellung’) [vgl.')] erfolgte. Methiimoglobin 
war im Blut von Katzen spektroskopisch nachzuweisen, allerding 
erst nach starker Vergiftung mit letalen Dosen. Im Harn, de i fii 
am 2. Tage stets dunkelbraun gefirbt war, konnten nach Diiithyl a J 
anilingaben weder unverindert ausgeschiedenes Diithylanilin noch 
Diiithylanilinoxyd, noch andere Aminophenole auBer dem p-Diiathy!. ™ 
aminophenol nachgewiesen werden. Bemerkenswert ist, daB Diathyl- @ At 
anilinoxyd auch nach starker Belastung mit Diithylanilin nicht i ge 
im Harn zu finden war, da Diithylanilinoxyd selbst nach subcutaner 


Verabreichung bei Kaninchen zum Teil als p-Diithylaminophenol, t 
zum gréBeren Teil aber unveriindert ausgeschieden wurde. lh 
Gegensatz zu den Angaben von Vittinghoff’) war Diathylaniln U 
wesentlich giftiger als Dimethylanilin. Das Vergiftungsbild unter at 
scheidet sich im itibrigen nicht deutlich von dem des Dimethy!- 8 
anilin. Diithylanilinoxyd war sehr wenig giftig. : 


Experimenteller Teil. 
I. Untersuchung auf Diathylanilin und Diathylanilinoxyd. De 


jeweils frisch aufgefangene Versuchsharn wurde sodaalkalisch ausgeither 
der Atherauszug auf Diithylanilin untersucht, der itherunlésliche Teil ™ 
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Vakuum auf */, eingeengt und mit heiBgesittigter wiBriger Pikrinsdurelésung 
yollkommen ausgefallt. Die Pikratfaillung wurde nach 12 Stunden abgesaugt, 
getrocknet und 3mal mit siedendem absolutem Alkohol ausgezogen. Der 
Riickstand des Alkoholauszuges enthielt stets noch Kreatininkaliumpikrat, von 
dem sich das in Wasser sehr schwer lésliche Diithylanilinoxydpikrat ab- 
trennen lieB. Noch bei Zusatz von 0,03 g Diithylanilinoxyd (dargestellt nach 
Bamberger und Tschirner‘)] auf 100 cem normalen Hundeharn konnte 
auf diese Weise 0,034 g Pikrat (etwa 50°/, der zugesetzten Menge) wieder- 
‘erhalten werden. 


1. Bei einem Hund (26 kg), der iiber 3 Tage 5g Didthyl- 


tanilin in Olivendl (1:5) subcutan erhielt, am 2. Tage Vergiftungs- 
‘erscheinungen zeigte und am 3. Tage einging, und 2. bei 2 Kaninchen 


(24 und 2,8 kg), die an 5 Tagen je 2,9g¢ Base erhielten, am 
4, Tage Vergiftungserscheinungen aufwiesen und nach weiteren 
2Tagen eingingen, wurde weder Diithylanilin noch Diithylanilin- 
oxyd gefunden. 3. Bei einem Kaninchen (3,25 kg), das an 4 Tagen 
im ganzen 2,92 g Didthylanilinoxyd in wiBriger Lésung subcutan 
erhielt (keine Vergiftungserscheinungen), wurden recht erhebliche 
Mengen der Verbindung im Harn wiedergefunden. Die Ausbeute 
kann nicht genau angegeben werden, da ein grofer Teil des reinen 
Pikrates verloren ging. Zur Analyse kamen noch etwa 0,1 g Pikrat. 


Ber. C 48,72 H 4,60 N 14,21 Gef. C 48,79 H 4,78 N 14,53. 
Schmelzp. 149—150° Verfiirbg., 157° Schmelzen u. Zers., verl. ebenso. 


II. Untersuchung auf Aminophenole. Die Filtrate der Pikrat- 
fillungen wurden nach Zusatz von 2—2,5 cem 50°/, iger Schwefelsiure auf 
je 100 cem mit Ather von Pikrinsiure befreit, nach Beseitigung der Schwefel- 
siure mit Bariumhydroxyd als Bariumsulfat, im Vakuum auf etwa '/, ein- 
geengt, wie friher angegeben [vgl.')] salzsauer 3 Stunden am Riickflu8kiihler 


fhydrolysiert und bei sodaalkalischer Reaktion mit Ather ausgezogen. Die 


Atherextrakte wurden im Vakuum unter Ejinleiten von Kohlensiiure ein- 


geengt bis zum Beginn der Abscheidung der geldsten Substanzen, etwa 


12 Stunden mit wasserfreier Soda getrocknet und mit idtherischer wasserfreier 


| Oxalsiiurelésung (2:100) gefillt. 


Beim Hunde (Versuch 1) erhielt ich so 200 mg nach 2 maligem 
Unkrystallisieren aus Methylalkohol analysenreinen, neutralen p-Di- 
ithylaminophenoloxalates. Schmelzp. 185—186° (gelblich-glasige 
Schmelze), 


5,189 mg Subst.: 11,760 mg CO,, 3,510 mg H,O. — 4,950 mg Subst.: 


| 0.2862 cem N, (18°, 756 mm). 


Ber. 
Gef, 


C 62,82 
»» 62,41 


H 7,67 
y 7,64 


N 6,67 
=. 3 


C.,Hs,N,0, (420,266) 


|. Bei 2 Kaninchen (Versuch 2) erhielt ich auf diese Weise 
(00 mg neutrales p-Diithylaminophenoloxalat, die nach 2 maligem 
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Umkrystallisieren aus Methanol analysenrein waren. Schmelzp. 18) 
bis 186° 

4,736 mg Subst.: 10,895 mg CO,, 3,280 mg H,O. — 5,380 mg Subst: 
0,3126 cem N, (18°, 757 mm). 

C,.H,.N,O, (420,266) Ber. C 62,82 H 17,67 N 6,67 
Gef. ,, 62,74 yy ane 9 6,79. 

Bei einem Kaninchen (Versuch 4, 2,27 kg), das an 4 Tage 
insgesamt 2,93 g Diathylanilinoxyd in wiBriger Lésung subcuta 
erhielt (keine Vergiftungserscheinungen), und dessen Harn ohne 
vorhergehende Pikratfillung hydrolysiert und sodaalkalisch mi 
Ather extrahiert wurde, fand ich ebenfalls neutrales p-Diithyl. 
aminophenoloxalat. Schmelzp. 184—185°. Ber. N 6,67, gef. N 6,61, 

Um festzustellen, ob es sich bei den isolierten Verbindungen 
um o- oder p-Diithylaminophenoloxalat handelte, stellte ich nach 
Forster) aus o-Nitrophenetol und p-Nitrophenetol o- bzw. p-Di- 
ithylaminophenol her und untersuchte die Oxalate. Das so et. 
haltene analysenreine Oxalat des o-Diithylaminophenols (ber. N 6,67, 
gef. N 6,39) schmolz bei 184—136°. Das Oxalat des p-Diiithyl. 
aminophenols (gef. N 6,92) schmolz bei 186° und gab mit da 
bei obigen Tierversuchen erhaltenen Substanzen keine Schmel:. 
punktsdepression. Diese zeigten auch sonst die Reaktionen de 
p-Diithylaminophenols: 





| o-Diithylaminophenol | p-Diithylaminophenol 








Eisenchlorid . . . | Kilte tiefrot 'erst in der Wiirme tiefrot 








a 


Wiarme unveriindert 

2. Hypochlorit ... _violett, rasch graubraun | rasch dunkelrot 
38. Bromwasser .. . | blaB rot | blaB rot 
4. Millon ...0 5s | weibe Fallung | weibe Fallung 

| Wirme: braun | Wirme: rotviolett 
5. Indophenolprobe . | 8 | rotviolett, rasch tiefblau 
6. GerngroB-VoB®. . | | G 
7. Peliing . 2 + es §*) | 4 


*) o-Diithyl-aminophenol bildet bei der Fehling-Reaktion ein schwer 
lésliches Kupfersalz’). 
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‘HinfluB der Eingaben von Ascorbinsiure und Vitamin P (Citrin) 
| auf den Gehalt des Meerschweinchenblutes 
an vitalfairbbaren Erythrocyten. 
Von 
Hans von Euler und Maj Malmberg. 
Mit 12 Figuren im Text. 


(Aus dem Biochemischen Institut der Universitit Stockholm.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 16. Juli 1937.) 


Die Problemstellung unserer Arbeiten iiber den KinfluB von 


Vitaminen auf das Blutbild geht schon aus unserer ersten dies- 


beztiglichen Mitteilung1) hervor, welche sich speziell mit dem 
Einflu8 der Ascorbinsiiure auf die roten und weifen Blutzellen 
des Meerschweinchens beschiftigt. In der Beeinflussung des 


‘Blutbildes liegt offenbar ein primirer Effekt von Vitaminzufuhr 


baw. Vitaminmangel. Es kann kaum zweifelhaft sein, daB es 


tberechtigt ist, die verschiedenen Ani&mien sowie die Leukopenie 
‘m den Avitaminosen zu ziihlen. Die genauere Charakterisierung 
‘dieser Avitaminosen ist fir die Biologie der Vitaminwirkungen 
foflenbar von allgemeiner Bedeutung. 


Die vorliegende, vorliiufige Mitteilung betrifit die Abhingig- 
keit der vitalfirbbaren Erythrocyten von Gehalt und Zufuhr der 


Vitamine C und P bei frischen und skorbutischen Meerschweinchen, 


Uber die Einwirkung von Vitaminen auf das Blutbild von 


'Meerschweinchen ist unseres Wissens bis jetzt nichts niheres 
‘bekannt. Kinzelne Angaben, die sich auf Meerschweinchen be- 
‘aehen, findet man bei H. Daum?”). 


Methodik. 


Uber die Kost der Meerschweinchen ist in unserer vorhergehenden 


Mitteilung das nétige angegeben. 


_ Wir haben wieder Meerschweinchen im Gewicht von 250—500 g¢ und 
einem Alter von 4—12 Wochen verwendet. Nach einer Vorperiode mit 


‘) Euler u. Malmberg, Diese Z. 243, 121 (1936). — Vgl. hierzu auch 


| die iibereinstimmenden Versuche von Aszédi, Biochem. Z. 291, 34 (1987). 


*) H. Daum, Folia Haem. 53, 1 (1935). — Wirkungen auf die Reticulo- 
cyten im menschlichen Blut: Seyderhelm u. Grebe, Vitamine und Blut, 
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der gemischten Kost und Apfelsinensaft wurde jeder Zusatz von C-Vitamiy 
eingestellt. In der normalen Zeit wurden die Tiere skorbutisch und ¢. 
reichten das Maximum dieser Avitaminose nach etwa 26—30 Tagen. Ube 
Nachweis des Skorbuts vgl. unsere Arbeit, a. a. O., S. 128. 4 
Ermittlung der vitalfiirbbaren Erythrocyten: ££ 
Ein Tropfen Blut wird mit einem Tropfen 1°/,iger Lésung von Brilliant. 7% | 
Kresylblau in physiologischer NaCl-Lésung gemischt und 60 Sekunde 
stehen gelassen. Mit dieser Mischung wird in gewéhnlicher Weise auf einey 
Objekttriger ein Ausstrichpriiparat gemacht und wihrend 12 Stunden y 
der Luft getrocknet. Nach Fixierung in Methylalkohol wird das Priiparg 
in verdiinnter Azur-Eosin-Lisung (Giemsa-Romanovsky) gefirbt. 
Dabei tritt die vitalfarbbare Substanz sehr schén und deutlich hervor, 
Die Priparate halten sich sehr lange. 
Die Priparate von C- und P-Vitamin verdanken wir Herrn Professo; 
Dr. A. v. Szent-Gyorgyi. 





















Versuche. 


Versuche mit normalen Meerschweinchen. An den gesunda 
Tieren wurde zunichst die Zahl der vitalfarbbaren Erythrocyte 
festgestellt. Unsere Ergebnisse sind in Fig. 1 zusammengefaBt. Auber. 
dem haben wir noch die folgenden Messungen ausgefiihrt (Tab, I, 
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Fig. 1. 
Wachsende Meerschweinchen, 300—500 g. Normale Kost ohne besondere Zugaben 4 
von Vitamin C oder P. Ee (Vv 


Tabelle Il , 











Anzahl der vitalfiirbbaren Erythrocyten in °/, nach 


Meerschweinchen 








Nr. 












302 
303 
304 
308 
309 





310 


10 Tagen | 


29 Tagen 








1,0 
1,0 
1,4 


Aus diesen und anderen Bestimmungen entnehmen wir al 
Mittelwert fiir Meerschweinchen 1—2°/.. Unsere Werte liegen 
der Mitte zwischen den von Seyfarth’) angegebenen Grenzet 


1) C. Seyfarth, Fol. Haem. 33, 7 (1927). 
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' 0,5—5°/,. Im allgemeinen scheint der Prozentgehalt der vital- 
' firbbaren Erythrocyten mit steigendem Alter abzunehmen. 

q Den normalen Tieren wurde Vitamin C sowie Vitamin P ein- 
" segeben, und zwar Vitamin C per os und durch subkutane Injektion, 

' Vitamin P nur durch Injektion. Wie aus den Figg. 2 und 3 sowie aus 
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Fig. 2. 
Wachsende Meerschweinchen, 300—500 g. Normale Kost; Zugabe von 5 mg 
Ascorbinsiure per Tag (Injektion). 
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Fig. 3. 
Wachsende Meerschweinchen, 300—500 g. Normale Kost; Zugabe von 5 mg 
Citrin (Injektion). 


der lab. IL hervorgeht, ist der Kinflu® der Kingabe von Vitamin C 
und P auf normale Meerschweinchen sehr klein, wenn ein solcher 
KinfluB tiberhaupt vorhanden ist. Per os wurden 100 mg Ascorbin- 
siure gegeben, durch Injektion 5 mg, ebenso wurden 5 mg Citrin 
(vgl. unten) injiziert. 

Die so eingegebenen Ascorbinsiuremengen liegen jedenfalls 
weit tiber dem taglichen Ascorbinsiurebedarf eines Meerschweinchens, 


F welchen Zilva au 2 mg angegeben hat. 


Tabelle I. 














uM Anzahl a. vitalfarbb. Exythroe. in °/, (1000 Erythroe. geziihlt) 
wueer- a —- — 
schweinchen 1—2 Tage 2 ‘Stunden 5 ‘Stunden | 24 Stunden 
= vor nach 100 mg | nach 100 mg | nach 100 mg 
Versuch | Zasate von Ascorbinsiiure 
268 1,4 | 2,6 | 3,0 | 2,5 
269 1,4 | 2,1 | 2,8 | 1,8 
270 me | 1,0 | 2,1 | 2,0 
274 — 1,0 | 1,8 | 1,0 





Als Gesamtergebnis aus obigen Versuchen kénnen wir an- 


| geben, daB die angewandten Zusiitze von Ascorbinsdiure bzw. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCXLIX. 7 
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Citrin keinen oder nur sehr geringen Einflu8 auf die Zahl der vital. J uw 
firbbaren Erythrocyten des normal gefiitterten Meerschweinche, —% \ 
besitzen. Poy 
Versuche mit skorbutischen Meerschweinchen. Die Ergebnisy & 
unserer Versuche gehen aus den folgenden Figuren hervor. J) 
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Fig. 4. 
Ausgewachsene, etwa 3 Monate alte Tiere, Gewicht 500—700 g. Nach 25 Tagen C-freier Kost 
Zugabe von 100 mg Ascorbinsiure per Tag (per 0s). 
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Fig. 5 
Wachsende Meerschweinchen, 330g. Nach 25 Tagen C-freier Kost Zugabe von 
5 mg Ascorbinséiure per Tag (Injektion). 
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Fig. 6. 
Wachsende Meerschweinchen, 200—300 g. Nach 27 Tagen C-freier Kost 
Zugabe von 5 mg Ascorbinsiure per Tag (Injektion). 


Figg. 4—7 zeigen den deutlichen und starken Anstieg der vital- 
firbbaren Erythrocyten, welcher fast unmittelbar nach Zugabe ‘ 
der Ascorbinsiure eintritt. Die GréBe des Anstieges wechselt nati: : 


lich von Tier zu Tier, erreicht in manchen Fallen (Fig. 7) 30°, 
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er vital. ; und geht dann in einen steilen Abfall iiber. Nach etwa einer 
inchens JP Woche wird wieder die normale Zahl der vitalfarbbaren Erythro- 


] cyten erreicht. 
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Fig. 7. 
Wachsende Meerschweinchen, 300—400 g. Nach 24 Tagen C-freier Kost 
Zugabe von 100 mg Ascorbinsiure per Tag (per 0s). 
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Fig. 8. 
Ausgewachsene Meerschweinchen, 500—600 g. Nach 25 Tagen C-freier Kost 
Zugabe von 5 mg Citrin per Tag (Injektion). 
vital- Unsere Versuche mit Citrin nahmen Anfangs einen analogen 
gabe /® Verlauf wie mit Ascorbinsiure. Da das Citrin allein keine anti- 
ati J Skorbutischen Wirkungen besitzt, konnte die Citrinzugabe die 
30°) ZF Tiere vor dem Skorbut-Tod nicht retten. Mit einer Ausnahme starben 
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die Tiere in einer Periode der stark anwachsenden Zahl de 
vitalfarbbaren Erythrocyten (Figg. 8—10). 
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Fig. 9. 
Wachsende Meerschweinchen, 200—300 g. Nach 27 Tagen C-freier Kost 
Zugabe von 5 mg Citrin per Tag (Injektion). 
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Fig. 10. 
Wachsende Meerschweinchen, 330 g. Nach 25 Tagen C-freier Kost 
Zugabe von 5 mg Citrin per Tag (Injektion). 


Beziiglich der Vitamin-Wirkungen des von Szent-Gydrgy! 
entdeckten und als P-Vitamin bezeichneten Citrins (Citrusflavons| 
sei auf die Arbeiten dieses Forschers und seiner Mitarbeiter’ 
hingewiesen. 


') Rusznyak u. Szent-Gyérgyi, Nature 138, 27 (1936). Bent: 
sath, Ruszny4ak u. Szent-Gyérgyi, Nature 138, 798 (1936). Szent- 
Gyérgyi u. Mitarb., Deutsch. Med. Wochenschr. 1986, 1325. Vel. auch 
Diese Z. 247, 258 (1937). 
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Wie an anderer Stelle besprochen, scheint die Ascorbinsaure 
istets oder vorzugsweise als Co-Enzym in Verbindung mit einem 
‘spezifischen Apo-Enzym, also als Ascorbinsiure-Enzym im 
‘Organismus zur Wirkung zu kommen, und das gleiche kann fiir 


‘das P-Vitamin vermutet werden. Wie das Ascorbinsiure-Enzym 
‘ist wohl auch das Citrin an ein Oxydations-System als eines der 
'Endglieder angeschlossen. 


Nach Szent-Gyérgyi sowie Bentsdth und Das ergiinzen 


‘sich die Vitamine C und P zum antiskorbutischen Effekt. Wir 
haben deswegen auch die gleichzeitige Kinwirkung von Ascorbin- 
: siure und Citrin auf die Bildung von vitalfairbbaren Erythrocyten 
‘untersucht und das in Fig. 11 angegebene Resultat erhalten. 
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Fig. 11. 
Wachsende Meerschweinchen, 200-—-300 g. Nach 27 Tagen C-freier Kost 
Zugabe von 5 mg Ascorbinsiure + 5 mg Citrin per Tag (Injektion). 


Dem Citrin. steht hinsichtlich Wirkung und Eigenschaften 


F nach Szent- Gyoérgyi, Bentsath und Rusznyak!) das Glucosid 
des Hesperitins (I) nahe oder ist mit ihm identisch. 


ou 
HO O —— 
—e" ~~H_/ \_ocn, 


Durch die Wirkung der Ascorbinsiure wird nach Erreichung 


des Maximums der vitalfarbbaren Erythrocyten der Skorbut-Tod 
‘der Tiere vermieden. Sie bilden wie bei reiner Ascorbinsiure- 
| Zugabe wieder die normale Zahl der vitalfairbbaren Erythrocyten. 


SchlieBlich wollen wir noch auf die Kontrollversuche auf- 


‘merksam machen, welche in einer Kurve in Fig. 12 zusammen- 
pgelabt sind. Man sieht, wie etwa 1—2 Tage vor dem Skorbut- 


') Bentsath, Rusznyak u. Szent-Gyérgyi, Nature 139, 226 (1937). 














ne ar gree 


; 
} 
iF 
a 





















99, v. Euler u. Malmberg, Einfiu8 d. Eingaben v. Ascorbinsiure usy. 








Tod die Zahl der vitalfirbbaren Erythrocyten ohne Zugabe yo, 
Vitamin C oder P ansteigt. Wir werden auf diesen interessante) 
Effekt noch zuriickkommen. 


hp 
t=) 
Cx 





yoy T T “T 


2 4 6 8 10 12_1% 16 78 20 22 24 26 


—» lage —> 


ryt 














*vitaltarbb Fy 
RR 


Ss 


Fig. 12. 
Durchschnittskurve aus 12 Versuchen mit skorbutischen Meerschweinchen 
ohne Zugabe von Ascorbinsdure oder Citrin. 


Auch die Injektion anderer Stoffe, wie z. B. NaCl und Ribose, 
ruft gewisse, aber schwache und unspezifische Effekte hervor, 
welche aber mit denen der Ascorbinsaéure und des Citrins nicht 
vergleichbar sind. 

Die Diskussion dieser an vielen Versuchen iibereinstimmend 
gewonnenen Resultate wollen wir verschieben, bis wir in weiteren 
Versuchsreihen die bei Skorbut eintretende Animie der Meer- 
schweinchen naher charakterisiert und den Zusammenhang dieser 
Animie mit der Bildung vitalfarbbarer Erythrocyten festgestellt 
haben. 
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Uber den Einflu8 von Biotin, Aneurin und Meso-Inosit 

auf das Wachstum verschiedener Pilzarten. 
26. Mitteilung iiber pflanzliche Wachstumsstoffe’). 
: Von 
. : Fritz Kégl und Nils Fries. 
Mit 2 Figuren im Text. 
Ribose, re sess 
hervor (Aus dem Organisch-chemischen Laboratorium der Rijks-Universiteit Utrecht.) 
i> i, (Der Schriftleitung zugegangen am 18. Juli 1937.) 

S nicht as 
— Wie die Haferkoleoptile fiir die Auxine, so ist Hefe fiir die 
idtieres Ta Wachstumsstoffe der Bios-Gruppe das klassische Testobjekt. Die 
ea von uns verwendete Heferasse M benétigt als wichtigsten Faktor 
as | Biotin, eine Bios-Komponente, die wir aus Kigelb in Form des 
dieser i Kg: i “ee P a 
vestellt E Schon krystallisierenden Methylesters isoliert haben’). Urspriing- 
‘ lich war Biotin nur als ein Wuchsstoff der genannten Heferasse 


zu definieren. In der 23. Mitteilung*) dieser Reihe konnten wir 
' jedoch durch den Einflu8 auf das Wachstum isolierter Erbsen- 
' embryonen bereits den Nachweis liefern, daB Biotin auch fiir die 
_ héhere Pflanze von groBer physiologischer Bedeutung ist, zum 
| mindesten als Phytohormon der Keimung. Wéahrend dieses Er- 
 gebnis nicht vorauszusehen war, konnte man von vornherein ver- 
muten, daB die verschiedenen niedrigen pflanzlichen Organismen 
— insbesondere die anderen Pilzarten — wenigstens teilweise die 
gleichen Wachstumsfaktoren benétigen wie die einzelnen Hefe- 
rassen. Den mit rohen Extrakten ausgefiihrten Arbeiten kommt 
bei dem heutigen Stand der Dinge nur beschrinkte Bedeutung 
zu; es finden sich in der einschligigen Literatur aber auch be- 
reits Angaben tiber die Wirksamkeit krystallisierter Bios-Faktoren. 
Fir Aneurin (=Vitamin B,), das von R. J. Williams‘) und 
R. R. Roehm als Komponente des Bios-Komplexes erkannt wurde, 
ist durch Arbeiten von H. Burgeff) und insbesondere durch jene 





') 25. Mitt., Naturw. 25, 465 (1937); 24. Mitt., Diese Z. 244, 266 (1936). 
*) Diese Z. 242, 43 (1936). 8) Diese Z. 243, 209 (1936). 

‘) J. of Biol. Chem. 87, 581 (1930). 

5) Ber. dtsch. bot. Ges. 52, 384 (1934). 
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von W.H.Schopfer®) nachgewiesen worden, daB es fiir das Wachs. 
tum von Phycomyces Blakesleeanus u.a. Mucorineen in synthe. 
tischem Milieu erforderlich ist. Fiir die Frage nach der Bedeutung 
der Bios-Faktoren beim Wachstum anderer Pilzarten sind besonder 
die Untersuchungen tiber Nematospora gossypii Ashby ¢ 
Nowell von Interesse. Wie von E.H.M.Farries und A. F. Bell’ 
gezeigt worden ist, kann dieser in den Samenkapseln von Bau». 
wollstriuchern parasitierende Pilz auf synthetischen Nahrbide: 
nur geziichtet werden, wenn Pflanzenextrakte u. dgl. zugesetzt 
werden. H. W. Buston’) und Mitarbeiter haben nachgewiesen, 
daB die wirksamen Extrakte zwei fiir sich allein unwirksane 
Faktoren enthielten, die aber nach der Vereinigung gutes Wachs. 
tum erméglichten. Ejiner dieser Faktoren konnte mit Meso-inosit 
identifiziert werden, wihrend die Versuche zur Reindarstellung des 
zweiten Faktors (aus Linsen) nicht zum Ziel fiihrten®). Die Autoren 
nahmen an, daf der fragliche Stoff nichts mit ,,Bios“ zu tun habe, 

In der vorliegenden Arbeit ist die Bedeutung der in krystalli- 
sierter Form dargestellten Bios-Faktoren fiir das Wachstum ver. 
schiedener Pilzarten naiher untersucht worden. 


A. Untersuchung des Wuchsstoffbedarfs verschiedener Pilzarten. 
Versuchsmethodik. 


Mit Ausnahme der Versuche mit Phycomyces, die in der von 
W.H.Schopfer®) angegebenen Weise ausgefiihrt wurden, kam die folgende 
Methodik zur Anwendung. Die Pilze wurden in 100 cem-Erlenmeyerkolben 
von Jenaglas geziichtet; in jedem Kolben befanden sich 24 cem der folgen- 
den Nihrlésung: 


a ee ee ee ae ee 20 g 
RS ce ke ee ee 5g 
EE eee oe a lg 
ae ae ae ee a lg 
ea ee a a ee 0,5 g 
RE 64 a Me ely ace Ne Gees a se 0,1 g 
tk AH er ere 0,1 g 
pt ee eee 10 Tropfen 
ee eee eee 1000 cem. 


Die Chemikalien wurden in der Qualitit ,,pro analysi“ verwendet"). 


Die Kolben wurden mit Pfropfen von entfetteter Baumwolle verschlossen 
6) Arch. f. Microbiologie 6, 510 (1935). 

, Ann. of Botany 44, 424 (1980). 

*) H.W. Bustonu. B.N. Pramanik, Biochemic. J.25, 1656, 1671 (1931). 
®) H. W. Buston u. 8S. Kasinathan, Biochemie. J. 27, 1859 (1933). 
10) Bezogen von ,,De Onderlinge Pharmaceutische Groothandel“, Utrecht. 
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' und sterilisiert (15 Minuten bei 120%. Zu jedem Kolben wurde 1 cem der 
' mu untersuchenden Lésung bzw. bei den Kontrollen 1 ccm destilliertes 
| Wasser gegeben. Fiir die in Petri-Schalen geziichteten Impfkulturen wurde 
' die oben beschriebene Niéhrlésung mit einem Zusatz von 1,5°/, Agar-Agar 
' verwendet; die Impfstiicke hatten eine GréBe von 1—3cmm. Nach der 


Impfung wurden die Kulturen in einen Thermostaten gebracht und je nach 


' der Wachstumsgeschwindigkeit des betreffenden Pilzes 10—15 Tage bei 25° 
' aufbewahrt. Nach dieser Zeit wurden die ausgewachsenen Myzelien heraus- 
' genommen, mit destilliertem Wasser gewaschen, bei 80° getrocknet und 
' schlieBlich gewogen. Jede Versuchsserie umfaBte 4 Kolben; in den folgen- 
' den Tabellen sind die Mittelwerte der einzelnen Serien mit den mittleren 
| Fehlern angegeben. 


Das verwendete Priiparat von Aneurin (Vitamin B,) verdanken wir der 


].G. Farbenindustrie A. G., Werk Elberfeld; Biotin kam in Form des von 
' Herrn L. Pons dargestellten krystallisierten Methylesters (Schmelzp. 158°) 
' zur Anwendung. 


I. Phycomyceten. 
Durch die bereits erwihnten Untersuchungen ® °) ist fiir ver- 


' schiedene Phycomyceten nachgewiesen worden, daB sie in ,,Salz- 
| Zuckerlésung“*) nur bei Gegenwart von Aneurin wachsen kénnen. 
' Da Phycomyces Blakesleeanus, der am meisten verwendete 


Pilz dieser Gruppe, als Testobjekt fiir Vitamin B, empfohlen wurde, 


' war die Feststellung von Wichtigkeit, ob nicht auch Biotin auf 
' das Wachstum dieses Pilzes von EinfluB ist. Die verwendete 
_ Kultur von Phycomyces Blakesleeanus Burgeff verdanken wir 
' dem Hygienischen Laboratorium der Universitit Utrecht. Beziig- 
' lich der Nahrlésung und der iiblichen Versuchsbedingungen haben 
| wir uns genau an die Angaben von W. H. Schopfer®) gehalten. 














Tabelle 1. 
Myzel-Trockengewicht in m 

Versuchszeit | y Aneurin |[———— sini ——— _ ashanti 
in Tagen ro Kolben Oy Biotin | 0,1 y Biotin 1 y Biotin 
. ' pro Kolben | pro Kolben | pro Kolben 

0 2,8 2,8 2,6 

"i 0,01 6,6 6,6 6,3 

0,1 35,3 32,3 32.8 

1 51,0 47,6 53,2 

0 1,6 1,7 1,9 

10 0,01 11,7 11,6 11,7 

0,1 82,6 32,9 34,2 

1 62,4 62,4 63,6 











eee 


") Wegen der synthetischen Zugiinglichkeit von Aneurin kann in 





| diesem Fall die iibliche Bezeichnung ,,synthetische Nahrlésung“ nicht mehr 


in der alten Bedeutung verwendet werden. 
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Wie man sieht, hat Biotin-methylester weder allein noch mit 
Aneurin zusammen einen Hinflu8 auf das Wachstum von Phycomyces, 
Auch ein Zusatz von 10 y Biotin-Ester pro Kolben zeigte das gleiche 
negative Ergebnis. 

Als weiterer Phycomycet wurde Phytophthora cactorum 
(Leb. et Cohn) Schroet. (Stamm aus Baarn) untersucht. Dieser Pil; 
gehért zu der Untergruppe Oomycetes und ist ein ziemlich ge. 
wohnlicher Parasit auf verschiedenen Kulturpflanzen. L.Ronsdorf" 
hat bei diesem Pilz sowie bei einigen anderen Phytophthoraarten 
mit rohen Bios-Extrakten einen starken Wachstumseffekt festgestellt, 

Nach unseren Versuchen (Tab. 2) muB der von L. Ronsdorf 
beobachtete Effekt nach aller Wahrscheinlichkeit auf das in der 
betreffenden Bios-Extrakten anwesende Aneurin zuriickgefiihri 
werden. Biotin-Ester und Inosit sind naimlich véllig wirkungslos, 
wihrend Aneurin fiir sich allein in der angewandten Niahrlésung 
gutes Wachstum ermdglicht. Phytophthora cactorum gleichi 
in dieser Hinsicht also véllig den von Schopfer und Burgeli 
studierten Mucorineen. 


Tabelle 2. 


Einwirkung von Aneurin, Biotin-Ester und Meso-Inosit auf 
Phytophthora cactorum. 


Versuchszeit 10 Tage. 














Zusatz pro Koiben Myzel-Trockengewicht 
in mg 
ee ee ee ee eee 0,2 
Dy ee 6 ae 6 Ke 21,6 
1y Biotin +5 mg Imosit ........... 0,2 
1y Aneurin + 1 7 Biotin +5 mg Inosit ... . 20,7 


II. Ascomyceten. 
a) Nematospora gossypil. 

Bei den Ascomyceten, zu denen ja die Hefe selbst gehirt, 
konnte man von vornherein erwarten, da8 auch andere Arter 
fir ihr Wachstum in synthetischem Milieu auf den Zusatz von 
Bios-Faktoren angewiesen sind. Wie in der Kinleitung schon et- 
wihnt worden ist, bendtigs Nematospora gossypii Ashby e¢ 
Nowell, der auf Baumwollstriuchern parasitierende Ascomycet, 
nach den Untersuchungen von H. W. Buston®®) und Mitarbeiter 


12) Arch. f. Mikrobiologie 6, 309 (1935). 
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| in synthetischen Nahrbéden in der Tat zwei Wachstumsfaktoren, 
' yon denen einer mit Meso-Inosit identifiziert werden konnte. 
' Obschon die Autoren annahmen, daB der zweite Faktor nichts 
' mit Bios“ zu tun habe, hielten wir es nicht fiir unwahrscheinlich, 
 daB es sich hierbei um Biotin handeln kénnte, dessen Wirksam- 
keit bei Hefe ja ebenfalls durch Meso-Inosit verstirkt wird. 





—2560% 
Zunmahme des Mycel«Trocken- 
gewichts gegeniber den Kontroll- 
versuchen. 
Pro 25 ccm synth. Nahrlésung: 
— 18409 
% I= 5 mg Meso-inosit 
A= 1 y Aneurin-chlorid 
B = 1 y Biotin-methylester 
~1000% 
~. cS 
Kg - Be 


A B %I+A A+B I1+B8 I+A+B 
Fig. 1. 


Wir haben deshalb mit Nematospora gossypii (Stamm aus 
Delft) die folgende Versuchsserie angesetzt, bei der auBer dem 
Krystallisat von Biotin-methylester und Meso-Inosit auch Aneurin- 
chlorid und die entsprechenden Kombinationen gepriift wurden. 
Im folgenden werden fiir diese Faktoren die kiirzeren Bezeich- 
nungen Biotin, Inosit und Aneurin verwendet, wobei zu bemerken 
ist, daB nach unseren Erfahrungen die Wirksamkeit des Biotin- 
methylesters bei Hefe der des freien Biotins gleichkommt; offen- 
sichtlich wird der Ester sehr leicht enzymatisch verseift. 

Aus der Versuchsserie*) geht mit groBer Deutlichkeit hervor, 
da8 Nematospora gossypii bei Zusatz von Biotin und Inosit 
die synthetische Nahrlésung sehr gut zu assimilieren vermag. 
Biotin zeigt auch fiir sich allein und in Kombination mit Aneurin 
bereits einen merklichen Effekt, wihrend die mit Inosit und 
Aneurin (allein und in Kombination) geziichteten Kulturen kaum 
von den Kontrollen abweichen. Es diirfte wohl keinem Zweifel 


*) Vgl. Tab. 3 und Fig. 1; Naturw. 25, 465 (1937) ist das Alter der 
Kulturen irrtiimlicherweise zu 10 Tagen angegeben. 
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Tabelle 3. 


Einwirkung von Biotin(-methylester), Meso-Inosit und Aneuriy 
auf das Wachstum von Nematospora gossypii. 


Versuchszeit 15 Tage 
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Zusatz pro Kolben Myzel-Trockengewicht 
in mg 
DR 4S 6a es Se _— 0,5 + 0,0 
era, Lo eee ee eee 0,6 + 0,05 
GE 6 se Ge ee ee 1,4 + 0,1 
ee ee ee 0,5 + 0,05 
1y Aneurin + 1y Biotin. . iw SR 1,5 + 0,1 
1y Aneurin + 5mg Imosit .......... 0,8 + 0,05 
1y Biotin + 5mg Inosit ........... 9,7 + 0,4 
1 y Biotin + 5 mg Inosit + 1 y Aneurin ; 13,3 + 0,2 


unterliegen, daB der von Buston gesuchte Wuchsstoff mit Biotin 
identisch ist. Bemerkenswerterweise wird der Effekt der Kom- 
bination Biotin—Inosit durch Zusatz von Aneurin noch weiter 
erhéht. Wir haben hier also das gleiche Zusammenspiel der 
drei Bios-Faktoren, wie wir es bei unseren Hefe-Versuchen bereits 
kennen gelernt haben. Auch das Verhiltnis der Dosen von Inosit 
und Biotin (5 mg bzw. 1 y pro 25 ccm Niahrlésung) steht in 
Analogie zu den bei der Hefe gefundenen Aktivititen. Es mubte 
jedoch geprift werden, ob die verwendete Biotin-Konzentration 

in der Tat bereits der Schwellendosis entsprach. In der folgenden 
Versuchsserie (T'ab. 4) wurde daher der Wachstumseffekt kleinerer | 
Biotin-Konzentrationen untersucht. 


Tabelle 4. 
Einflu8 der Biotin-Konzentration 
auf das Wachstum von Nematospora gossypii, 
bei gleichzeitigem Zusatz von Inosit (10 mg pro Kolben) bzw. von Inosit 
und Aneurin (10 mg und 1 y pro Kolben). 
Versuchszeit 15 Tage. 





























Biot; Myzel-Trockengewicht in mg 
Spoons Verdiinnung ee 
‘ 1 y Aneurin 
pro Kolben 10 mg Inosit 4 AA mg Inosit | 
alate ac Tite ies ae 21 e. S aan f 
Kontrollen 0,2 + 0,0 — 
0,0001 1 : 250000000000 0,6 + 0,0 0,7 + 0,0 
0,001 1: 25000000000 3,1 + 0,1 8,2 + 0,2 
0,01 1: 2500000000 9,8 + 0,1 11,0 + 0,2 
0,1 1: 250000000 91 + 0,8 12,8 + 0,3 
1 _. 25000000 8,7 + 0,2 11,5 + 0,1 
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Wahrend das aktivste von H. W. Buston’) und Mitarbeiter 


' aus Linsenextrakt dargestellte Konzentrat des zweiten Faktors 
' noch in einer Konzentration von 1,2 mg pro 100 ccm — also in 
| einer Verdinmnung von 1:83333 — ,full growth“ verursachte, 
' ibt unser Krystallisat von Biotin-methylester bereits in einer 
| Verdiinnung von 1:2500000000 seine maximale Wirkung aus; 
ein schwacher aber deutlicher Effekt zeigt sich aber auch noch bei 
| 000017 pro 25ccm, d.h. in einer Verdiinnung von 1:250000000000. 
| Diese Schwellenkonzentration ist von derselben GréSenordnung, 
| wie wir sie bei Heferasse M gefunden haben; hier gab bekannt- 
lich noch die Verdiinnung von 1:400000000000 eine merkliche 
| Wirkung. Wir haben damit einen neuen Beleg dafiir, daB Biotin 
' m den wirksamsten physiologischen Stoffen gehért, die bisher be- 
| kannt geworden sind. 


Die Zahlen der letzten Spalte von Tab. 4 bilden eine Be- 


: stiitigung dafiir, da8 Aneurin bei Nematospora gossypii als Co- 
' Wuchsstoff fungiert. Seine Wirkung tritt jedoch erst in Erschei- 


nung, wenn der Biotin-Inosit—Effekt seinen maximalen Wert er- 


; reicht hat. 


Wie R. J. Williams?’) und E. Rohrmann gefunden haben, 


| zeigt G-Alanin bei verschiedenen Heferassen (u.a. bei Heferasse M) 
} einen deutlichen Wachstumseffekt. Bei gleichzeitigem Zusatz von 
| Asparaginsiiure und Inosit haben wir die Wirksamkeit von @-Alanin 
| bestitigen kénnen, allerdings nicht in unserem 5 Stunden wihren- 
den ,,Biotin-Test“, sondern erst nach 18stiindiger Wachstumsdauer. 
| Biotin ist jedoch fiir sich allein bereits etwa 2000000 mal so aktiv 
' wile 6-Alanin mit den genannten Co-Wuchsstoffen 4). Es war nun 


von Interesse, zu priifen, ob 6-Alanin auch bei Nematospora eine 


| wenn auch geringe Aktivitaét besitzt. Wie die folgende Versuchs- 
| serie (Tab. 5) zeigt, ist dies nicht der Fall; 6-Alanin ist auch zu- 


sammen mit Inosit oder mit der optimalen Kombination Biotin- 


Incsit-Aneurin ohne Wirksamkeit. Das gleiche gilt auch von 


l-Leucin, dessen Bedeutung als Co-Wuchsstoff fiir Hefe von 


|W. Lash Miller?) beschrieben worden ist?*). 


Ks erhebt sich nun noch die Frage, ob der durch optimale 


: Konzentration von Biotin, Inosit und Aneurin bei Nematospora 
| hervorgerufene Wachstumseffekt wirklich das Optimum darstellt, 


'’) J. amer. chem. Soc. 58, 695 (1936). 

't) Diese Z. 242, 73 (1986). 

'*) Chem. Z. 1936, I, 3359. 

'*) Trans. roy. Soc. Canada, Sect. IIT (3) 30, 99 (1986). 
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Tabelle 5. 


Wachstum von Nematospora gossypii in Gegenwart von §-Alaniy 
bzw. l-Leucin. 


Versuchszeit 15 Tage. 








Myzel-Trockengewicht in mg 

Zusatz Sa ent tee perme) Wee ay Pa 

2 ‘ | +1y Aneurin, 

pro Kolben | obneweiteren | 15 156 Inosit | 0,1 7 Biotin 

5 mg Inosit 
Kontrollen, .. . 0,2 + 0,0 — 11,0 + 0,4 
ly 6-Alanin. . . 0,3 + 0,0 0,3 + 0,0 11,1 + 0,9 
1mg (-Alanin . . 0,2 + 0,0 0,2 + 0,0 11,8 + 0,2 
1y l-Leucin. . . 0,2 + 0,0 0,2 + 0,0 13,2 + 1,4 
1 mg |-Leucin . 0,3 + 0,1 0,2 + 0,0 10,2 + 0,7 








oder ob durch Zusatz von anderen bekannten oder unbekannten 
Wuchsstoffen eine weitere Zunahme des Wachstums erzielt werden 
kann. Zur Priifung wurde die Wirkung von drei als besonders 
wuchsstoffreich bekannten Praparaten, nimlich Hefeextrakt, Malz- 
extrakt und Pepton mit jener der drei krystallisierten Bios-Faktoren 
verglichen. Wie Tab.6 zeigt, besitzen diese drei Priparate wenigstens 
in der angewandten Konzentration von 10 mg pro 25 ccm Nihr- 
lésung eine geringere Wirkung als die Kombination Biotin-Inosit- 
Aneurin. Man darf daher den Schluf ziehen, da8B die angewandten 
Rohpriparate keine anderen Wuchsstoffe enthalten, die fiir das 
Wachstum von Nematospora gossypii von wesentlicher Bedev- 
tung sind. 
Tabelle 6. 


Versuchszeit 15 Tage. 


























Zusatz pro Kolben my sel-Trockengewict! 
in mg 
0,1 y Biotin + 1 y Aneurin + 5 mg Inosit"). 11,0 + 0,4 
10 mg Marmite (Marmite Food Extr. Co, London) 8,4 + 0,6 
10 mg Malzextrakt (,,A.-B. Vitrum“, Stockholm) . 4,0 + 0,1 
ee ee 2,3 + 0,0 


7) Die angewandte Inosit-Menge stellt sicherlich bereits eine Uber: 
dosierung dar, jedenfalls hatte ihre Verdoppelung (vgl. Tab. 4) keine Er 
héhung der Wirkung zur Folge. Diese Feststellung ist nicht iiberfliissig, 
da die Inosit-Menge gegeniiber den Vergleichsdosen von Hefe- und Malz 
extrakt relativ sehr hoch ist. 
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b) Lophodermium pinastri. 
Lophodermium pinastri (Schrad.) Chev. (Stamm aus Baarn) 


| ist ein auf jungen Kiefernpflanzen schmarotzender Ascomycet, der 
' in ernihrungs-physiologischer Hinsicht bisher wohl noch nicht 
| studiert worden ist. Vorversuche zeigten, da der Pilz auf einem 
3 Zucker, Ammoniumtartrat und anorganische Salze enthaltenden 


Nihrboden nicht zu wachsen vermag, daB er sich aber in einer 


' Lésung von Malzextrakt ganz gut entwickelte. Wir haben deshalb 
] - auch bei diesem Pilz den Einflu8 von Biotin, Inosit und Aneurin 
: auf das Wachstum studiert (Tab. 7). 


Tabelle 7. 


| Einflu8 von Biotin, Aneurin und Inosit auf das Wachstum von 


Lophodermium pinastri. 
Versuchszeit 20 Tage. 








Zusatz pro Kolben Myzel-Trockengewicht 
in mg 

E cleats. Rt een ed oo ee aiken aly | 0,1 + 0,0 
ee ee ee ee ae ee 0,1 + 0,0 
oe ae aS re ee are 0,1 + 0,0 
| 5mg Inosit ... Se ee a ae igo gt 0,1 + 0,0 
Aneurin + 1 7 Biotin Pa Gre ee ee MS & 2 14,4 + 1.0 
y Aneurin + 5 mg Imosit .......... 0,1 + 0,0 

y Biotin +5mg Inosit .. . ieee * 0,1 + 0,0 

, Biotin + 5 mg Inosit 4+- ly Aneurin eer ao 17,8 + 1,1 


Das Ergebnis dieser Versuche ist recht auffillig: von den 
neun Serien war nur in jenen beiden Wachstum aufgetreten, 
bei denen Biotin zusammen mit Aneurin in der Nahrlésung zu- 
gegen war. In allen iibrigen Fallen waren aus den Impfstiicken 


nur einige kurze Hyphen herausgewachsen, so daf die in der 


Tabelle angefithrten Zahlen hier praktisch nur das Trockengewicht 
ler Impfstiicke angeben. 


c) Nectria coccinea. 
Im Gegensatz zu den bisher untersuchten Ascomyceten 


| wichst Nectria coccinea (Pers.) Fr. (Stamm aus Baarn) in einer 


: synthetischen Nahrlésung ohne Zusatz von Wuchsstoffen sehr 
| leicht und rasch. Wir haben untersucht, ob das Wachstum durch 


ee 


| Zusatz der drei krystallisierten Bios-Faktoren auch in diesem 


P Fall positiv beeinflubt werden kann (Tab. 8). 
_ Der Wachstumseffekt ist hier in hohem Mafe vom Alter der 
Kulturen abhiingig. Bei der gewiihlten Versuchszeit von 5 Tagen 
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diirften die Unterschiede am deutlichsten sein. Bei kiirzere; 
Wachstumsdauer sind zwar die relativen Differenzen griBer, werden 
aber durch die kleinen Absolutgewichte ungenau, wihrend be; 
lingerer Versuchszeit sich die Unterschiede wieder verwischen, 
Aus Tab. 8 geht hervor, daB Inosit-Zusatz fiir Nectria coccinea 
sicherlich keine Bedeutung hat. Den giinstigsten EinfluB hat die 
Kombination Aneurin-Biotin; er iibertrifft aber nur wenig den yon 
Aneurin allein hervorgerufenen Wachstumseffekt. 


Tabelle 8. 


EinfluB von Biotin, Aneurin und Inosit auf das Wachstum yon 
Nectria coccinea. 

















Versuchszeit 5 Tage. 
Zusatz pro Kolben Myzel-Trockengewicht 
in mg 
Kontrollen . . . 6,9 + 0,4 
1 y Aneurin 11,2 + 0,8 
1y Biotin . 8,7 + 0,3 
5 mg Inosit 6,0 + 0,7 
ly Aneurin + 1y Biotin 12,6 + 0,3 
1 y Aneurin + 5 mg Inosit 11,3 + 0,7 
1 y Biotin + 5 mg Inosit: 10,2 + 0,3 
1 y Biotin + 5 mg Inosit + 1 Aneurin 12,3 + 0,9 


d) Sclerotinia cinerea und e) Helvella infula. 


SchlieBlich seien noch orientierende Versuche mit zwei 
weiteren Ascomyceten angefiihrt. Sclerotinia cinerea 
(Bon.) Schr., ein gewoéhnlicher Parasit auf Obstbiumen, wurde 
schon im Jahre 1920 von J.J. Willaman?*) erndhrungs-physio- 
logisch studiert. Nach diesem Autor ist fiir das Wachstum des 
Pilzes auBer Zucker und den gewéhnlichen Nihrsalzen ein Zusatz 
von Extrakten aus pflanzlichen oder tierischen Materialien notig. 
Willaman vermutete, daB der wirksame Stoff mit ,,Vitamin B* 
identisch sei. Bei unseren eigenen Versuchen hat es sich gezeigt. 
daB der aus Baarn erhaltene Stamm auch in ,synthetischer Nabr- 
lésung“ wuchs. Wie aus Tab. 9 hervorgeht, bewirkt aber Aneuri 


eine deutliche Zuwachssteigerung. 
Helvella infula Schaeff. (Stamm aus Uppsala) ist im Gegen- 


satz zu den anderen in dieser Arbeit studierten Ascomyceten kein | 


1%) J. amer. chem. Soe. 42, 549 (1920). 
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Parasit; der Pilz lebt saprophytisch im Boden oder in stark ver- 
morschtem Holz. Wie Tab. 9 zeigt, rufen bei diesem Pilz kleine 
Aneurin-Mengen sehr kraftiges Wachstum hervor; ohne Aneurin 
kommen die Impfstiicke fast nicht zur Entwicklung, wihrend die 
Kombination der drei Bios-Faktoren den Aneurin-Effekt nicht 
wesentlich erhéht. 
Tabelle 9. 
Einwirkung von Aneurin, Biotin und Inosit auf Sclerotinea 
cinerea und Helvella infula. 
Versuchszeit 10 Tage. 








Myzel-Trockengewicht in mg 
a ee Seen Sclerotinea Helvella 
cinerea infula 
A ee ee 10,0 + 0,2 | 0,7 + 0,1 
DP RR ak 66 ee we em 19,1 + 1,5 35,5 + 0,7 
1y Biotint+5 mg Imosit. ....... 10,7 + 0,3 | 0,7 + 0,0 
| y Biotint+5 mg Inosit+1 y Aneurin . 22,5 + 1,0 38,0 + 0,5 


III. Basidiomyceten. 


Die zu den Basidiomyceten gehérende Gruppe der holz- 
zerstérenden Polyporaceen ist in erndhrungs-physiologischer 
Hinsicht bereits eingehend studiert worden. Wihrend manche 
Arten als Parasiten lebendes Holz angreifen und andere sapro- 
phytisch in totem Holz leben, haben simtliche Arten gemein, dab 
sie die Cellulose und in vielen Fallen auch das Lignin des Holzes 
als Kohlenstoff- und Energiequelle verwenden kénnen. Nach einer 
Untersuchung des einen) von uns kénnen einige Polyporaceen 
nicht auf einer gewéhnlichen ,,synthetischen“ Nihrlisung wachsen, 
so daB auch hier ein niheres Studium der benétigten Wuchsstoffe 
erwiinscht schien. 


a) Polyporus adustus. 


Als Testobjekt wurde zunichst Poly porusadustus (Willd.) Fr. 
(Stamm aus Uppsala) herangezogen, der sich auf ,,natiirlichem“ 
Substrat durch auBerordentlich schnelles Wachstum auszeichnet. 
In einer ersten Versuchsserie (Tab. 10) wurden die Wirkungen 
von Aneurin, Biotin und Inosit mit derjenigen von Hefeextrakt 
(Marmite) verglichen, der erfahrungsgemiB schon in groBer Ver- 


s‘iimung das Wachstum des Pilzes stark fordert. 


'*) Nils Fries, Vorliuf. Mitt. Sv. bot. Tidskr. 31, 42 (1937). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCXLIX. 8 
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Tabelle 10. 


Einwirkung von Aneurin, Biotin und Inosit auf das Wachstuy, 
von Polyporus adustus. 


Versuchszeit 10 Tage. Die Nihrlésung enthielt hier in Abweichung yo 
der in dieser Untersuchung im allgemeinen verwendeten kein Ammonium. 
tartrat und nur 1°/, Glucose. In dieser den anderen Serien vorans. 
gehenden Versuchsreihe wurden Wattebiiusche von nicht entfetteter Baun. 
wolle verwendet. Dies ist vermutlich der Grund dafiir, daB die Kontrol. 
werte hierbei héher liegen als bei den spiiteren Versuchsserien 
(Verunreinigung durch Aneurin?). 





come 








Zusatz pro Kolben My zel-Trockengewich 

in mg 

Kontrollen. . . a eee 1,0 + 0,1 
0,2y7 Ameurin ....... 5,5 + 0,6 
ly " ae 5,3 + 0,6 
bY ad hits 5,0 + 0,3 
0,2 y Biotin. . — 1,7 + 0,0 
1 Y en ee ae See » « 1,6 + 0,0 
DY 1,6 + 0,1 
0,2 7 Biotin ms mg Tnosit . La a 1,2 + 0,0 
0,2 y Biotin + 1 mg Inosit + 0,2 r Aneurin. . . 5,6 + 0,4 
Hefeextrakt (Marmite): 3y..... , 1,5 + 0,1 
9 ” 10 i 2,2 +. 0,1 

9 ” 30 7 2,9 + 0,1 

» 100 4,3 + 0,1 

; » 800 5,6 + 0,2 

x 10007 5D + 0,4 


Wie man sieht, ist die durch Uberdosierung mit Hefeextrakt 
erzielte Wirkung nicht gréBer als jene, die von kleinen Mengen 
synthetischem Aneurin hervorgerufen wird. 

Die folgende Tab. 11 veranschaulicht den EKinfluB verschiedener 
Aneurin-Konzentrationen. Die Versuchsbedingungen entsprechen 
hier wieder der in der Hinleitung beschriebenen Arbeitsmethodik. 

Wie aus den Zahlenwerten der Tabelle hervorgeht, hat 
Aneurin bereits in der Verdiinnung von 1: 250000000 000 einen 
deutlichen Effekt auf das Wachstum von Polyporus adustus; 
diese Verdiinnungszahl stimmt bemerkenswerterweise iiberein mit 
jener, die wir bei der Wirkung von Biotin auf das Wachstum 
von Nematospora gossypii gefunden haben. Die maximale 
Wirkung auf das Wachstum von Polyporus adustus wil 
durch einen Aneurin-Zusatz von 0,01—0,1 y pro Kolben hervor- 


gerufen, oder wie wir durch einen besonderen Versuch (Fig. 2) e- & 


mittelt haben, durch einen Zusatz von etwa 0,04 y pro Kolber, 
was ungefaihr einer Verdiinnung yon 1:600000000 entspricht 
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Tabelle 11. 


105 




























































achstum EinfluB verschiedener Konzentrationen von Aneurin 
und von Hefeextrakt auf das Wachstum von Polyporus adustus. 
hung yon Versuchszeit 10 Tage. 
nmMonium- _— — —_—_—_— 
1 vorats. ) r . 
ter Baun. Zusatz pro Kolben Verdiinnung ntyxel Trockengewicht 
K in mg 
ontroll. sales sane tar 
— Kontrollen. . . — — 0,5 + 0,0 
0,0001 y | 1 : 250 000 000 000 1,1 + 0,0 
a [0,001 v1 1: 25000000 000 2,8 + 0,3 
ngewicht Aneurin . 40,01 y]1: 2500000000 6,5 + 0,6 
ng jo. y}1 250 000 000 20,0 + 0,8 
1 y|1 25 000 000 19,8 + 0,4 
os 107] 1: 2 500 000 2,3 + 0,1 
6 Hefeextrakt (Marmite) 100 y} 1: 250 000 8,6 + 0,3 
: 1000 7} 1 25 000 18,9 + 1,1 
0 Marmite-Lésung 100 y | 1 250 000 0,9 + 0,1 
0 mit Adsorptions-Kohle { 10007] 1 25 000 1,0 + 0,0 
1 geschiittelt 10000 y | 1 2 500 1,5 + 0,0 
0 
y4 20 T T ¥ T 
yl be ~ 
yl q E 
yl L eee 
1 1 
on } BF 7 
; > | 
§ +} 4 
x r Aneurin Myzel-Trocken- 7 
aextrakt S ie 7 prokolben | gew in mg 7 
Mengen 3 0 Qe £ Qo ] 
iS Q003 37 5 @7 : 
3 Qor TF 2 °@2 Z 
a Qos %%,5 2 @3 a 
iedener © 5 - | 
prechen | 4 
ethodik. 1 
ht, hat x on _ 
) einen _ 7 Aneurin pro 2 ccm Néhrisung—e~ 
lustus; Fig. 2. Einwirkung von Aneurin auf das Wachstum von Polyporus adustus. 
ein mit 
chstum b) Andere Polyporaceen. 
aximale Die mit Polyporus abietinus (Dicks. Fr. (Stamm aus 
s wird _ Uppsala) — einer verhiltnism&Big noch rascher wachsenden Pol y- 
hervor- = poracee — erhaltenen Versuchsergebnisse waren ganz analog 
. 2) eden Befunden bei Polyporus adustus. Aneurin ist offenbar 
Kolben, ® auch fir Polyporus abietinus der einzige Wuchsstoff, der zur 
spricht. ’ Erzielung des optimalen Wachstums zugesetzt werden mubB. 
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Wie Tab. 12 zeigt, entspricht die Schwellenkonzentration de 
Wirkung auch hier der Verdiinnung 1: 250000 000 000. 


Tabelle 12. 
EinfluB8 der Aneurin-Konzentration 
auf das Wachstum von Polyporus abietinus. 
Versuchszeit 10 Tage. 





tama 








y-Aneurin pro Kolben Verdiinnung My zel-Trockengewicht 
in mg 
Kontrollen = 0,2 + 0,0 
0,00001 1: 2 500 000 000 000 0,2 + 0,0 
0,0001 1: 250 000 000 000 0,5 + 0,0 
0,001 1: 25.000 000 000 1,8 + 0,0 
0,01 1 2 500 000 000 5,3 + 0,1 
0,1 1 250 000 000 7,1 + 03 
1 1 25 000 000 7,6 + 0,4 


Bei anderen von uns untersuchten Polyporaceen haben wir 
jedoch etwas andersartige Verhiiltnisse angetroffen. Zwar waren 
auch Fomes pinicola Sw. ex Fr., Trametes cinnabarina 
(Jacq. ex Fr.), Trametes serialis fr. und Lenzites sepiaria 
(Wulf. ex Fr.) Fr. (simtliche Stimme aus Uppsala) imstande, bei 
Gegenwart von Aneurin, die Nihrlésung zu assimilieren (Tab. 13), 
aber der Zuwachs blieb — besonders bei der zuletzt genannten 
Art — hinter dem durch Zusatz von Hefeextrakt erhaltenen be- 
triichtlich zuriick (Tab. 14). 


Tabelle 13. 
Einwirkung von Aneurin, Biotin und Inosit auf das Wachstum 
von Fomes pinicola, Trametes cinnabarina und Trametes serialis. 
Versuchszeit 15 Tage. 














Zusatz pro Kolben Fomes | Trametes Trametes 

pinicola cinnabarina serialis 

Beeenn. 2. se Seis ws s SRR — 0,1 + 0,0 
ly Aneurin ... -.... - $604+0,2) 56+ 0,1 8,4 + 0,9 
ly Biotin + 5 mg Inosit so 0,3 40,0] 0,4 + 0,0 0,3 + 0,0 
1 y Aneurin+1y Biotin + 5 mg Inosit 6,1 +0,1] 58+0,3 | 13,8 + 08 


Ks gelang nicht, den bei Lenzites sepiaria durch Aneurin 
erzielten Wachstumsefiekt durch Zusatz von Biotin, Inosit und 
verschiedenen Aminosiuren zu vergréBern. Tab. 13 zeigt, dab nur 
Trametes serialis auch merklich auf Biotin und Inosit reagiert. 

SchlieBlich wurde noch der EinfluB der drei krystallisierten 
Bios-Faktoren auf das Wachstum yon Tricholoma nuduD 
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(Bull.) Fr. untersucht, wobei ebenfalls ein EinfluB von Aneurin 


; heobachtet wurde (Tab. 15). 


Tabelle 14. 


Einwirkung von Aneurin, Hefeextrakt, Malzextrakt und Pepton 
auf 5 Polyporaceen. 
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B20 | 2233 wont £21 teS 
sfe |] ssf | Sah | see | SEP 
Zusatz pro Kolben Ou 2 Be Boe Bae 5.25 
oe — om ~ 
ee Bt i ek ee 
017 Aneurin. . . . [19,6 + 0,7/4,8 + 0,5] 2,6 + 0,3 ]11,7 + 0,3] 1,8 + 0,1 
100007 Hefeextrakt 
(Marmite) . . . [23,2 + 0,81 5,5 + 0,4] 5,4 + 0,4]20,2 + 2,6110,2 + 0,3 
10000 y Malzextrakt . | 18,5 + 0,9]5,7 + 0,1] 5,1 + 0,2 12,8 + 0,9] 4,3 + 0,3 
10000 y Pepton . . . | 3,5 + 0,1]1,7 + 0,1]3,2 + 0,4] 2,7 + 0,0] 3,9 + 0,2 


Tabelle 15. 


| Einwirkung von Aneurin, Biotin und Inosit auf das Wachstum 


von Tricholoma nudum. 
Versuchszeit 15 Tage. 











Zusatz pro Kolben Myzel- Trotkengowieht 
in mg 
ee oT a ie eee ae ee ee 0,2 + 0,0 
ly Aneurin Oe Se OAT ae ae cae 2 5,9 + 0,2 
| Y Biotin +i 5 mg Inosit . . . eT oe ee 0,2 + 0,0 
Biotin + 5 mg Inosit + 1 y Aneurin ya 6,3 + 0,4 


B. Wechselseitige Beziehungen zwischen der hormon- 
und vitaminartigen Wirkungsweise von Biotin und Aneurin. 


Nachdem wir im vorhergehenden Abschnitt festgestellt haben, 


| da8 verschiedene Pilzarten fiir ihr Wachstum auf einen Zusatz 
: von Aneurin angewiesen sind, wihrend andere einen solchen von 
_ Biotin benédtigen, konnte man zuniichst annehmen, da Biotin im 
ersten und Aneurin im zweiten Fall beim Wachstum in der Tat 
' keine Rolle spielen. Wir hielten es jedoch fiir wahrscheinlicher, 


B. 
4 


' da8 der betreffende Wirkstoff von den einzelnen Pilzorganismen 
‘selbst bereits in optimaler Konzentration hervorgebracht wird. 


| Zw Priifung dieser Frage haben wir zuniichst die Wirkung eines 
| Myzelextrakts von Phycomyces Blakesleeanus mit unserem 
| Biotin-Test bei Heferasse M geprift. Zur Gewinnung des Ex- 
p trakts gingen wir von 5 g frischem Myzel von Phycomyces aus, 
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das in der Nahrlésung mit einem Aneurin-Zusatz von 0,04 y pry 
Kubikzentimeter im Laufe von 12 Tagen geziichtet war. Das 
Myzel wurde griindlich mit destilliertem Wasser ausgewaschey 
und 2mal mit je 50 ccm Wasser gekocht. Die vereinigten ky. 
trakte enthielten 180 SE pro Kubikzentimeter; das entspricht 
30000 SE pro Gramm Myzel (Trockengewicht). Das Myzel yoy 
Phycomyces zahlt hiernach zu den biotinreichsten pflanzliche 
Zellgebilden. Die Nahrlésung, in der das Myzel gewachsen war, 
enthielt 90000 SE, entsprechend 600 SE pro Kubikzentimeter, 
Obschon die Biotin-Konzentration im Myzel hoher ist als in de 
Nahrlésung, zeigt ein Vergleich der absoluten Biotinmengen, af 
‘/, des produzierten Biotins in das Substrat diffundiert waren, 

Die Untersuchung des Myzelextrakts von Polyporus 
adustus zeigte, daB auch dieser Pilz relativ groBe Mengen 
Biotin produziert. Kin 15 Tage altes Myzel enthielt pro Gramm 
Trockensubstanz 30000 SE entsprechend 1,2 y Biotin, hatte also 
den gleichen Biotin-Gehalt wie das Myzel von Phycomyces 
Blakesleeanus. Die Unwirksamkeit von Biotin bei Poly. 
porus adustus und Phycomyces Blakesleeanus ist also 
in der Tat darauf zurickzufiihren, daB diese Organismen 
den — aller Wahrscheinlichkeit nach auch fiir sie lebens.- 
wichtigen — Stoff in ausreichendem MaBe selbst syn- 
thetisieren kénnen. Dies diirfte vermutlich auch fiir ander 
nicht auf Biotin-Zusatz reagierende Pilze gelten und nur bei 
Fallen, in denen die Fiahigkeit zur Synthese geschwicht oder 
ganz verloren gegangen ist, wie z. B. bei Nematospora und 
Lophodermium, ruft Zusatz von Biotin deutliche Wachstums- 
wirkungen hervor. 

Aus den Versuchen mit Nematospora gossypii geht 
hervor, daB dieser Pilz bei Gegenwart von Biotin und Inosit fi 
sein Wachstum nicht unbedingt auf den Zusatz von Aneurin an- 
gewiesen ist. Das Myzel von Nematospora wurde zwar nichi 
durch Tierversuche oder durch andere Testmethoden auf seinen 
Aneurin-Gehalt untersucht; man konnte aber doch annehmer, 
daB der Pilz diesen Wirkstoff selbst zu synthetisieren vermag. 
Sicherlich erfolgt diese Synthese jedoch nicht in ausreichendem 
Ma8e und es war eine offene Frage, ob Aneurin auch unte! 
diesen Umstanden aus dem Myzel in die Nahrlésung diffundiert. 
Ist dies der Fall, so miiBte eine Nihrlésung, in der Nematospora 
gewachsen ist, auch beispielsweise das Wachstum von Polyporus 
adustus erméglichen. Da aber andererseits Polyporus adustus 
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Uber den EinfluB von Biotin, Aneurin und Meso-Inosit usw. 1(9 


a __ wie wir experimentell festgestellt haben — Biotin produziert, 
| mifte er seinerseits das Wachstum von Nematospora in einer 


| im iibrigen biotinfreien Nahrlésung®°) erméglichen kénnen. Zur 


; Prifung dieser Annahme haben wir folgende Versuche aus- 
| gefiihrt: 


rt 


Die in dieser Arbeit im allgemeinen verwendete synthetische 


' Nibrlisung wurde mit Nematospora gossypii und Polyporus 
'adustus zugleich geimpft und keine organischen Wirkstoffe zu- 


| gesetzt (vier 100 ccm-Kolben mit je 25 ccm Nahrlésung). In 


zwei Kontrollserien mit derselben Nahrlésung wurde bei der einen 
nur mit Nematospora, bei der anderen nur mit Polyporus 
'adustus geimpft. In den Kontrollserien waren nach einer Ver- 


- suchszeit von 15 Tagen erwartungsgem4B nur einige 100 y Myzel 
' cebildet. Bei den mit beiden Pilzen gemeinsam geimpften Kul- 
turen war in der ersten Woche nur ein sehr geringfiigiger Zu- 
| wachs festzustellen, und zwar schien Polyporus adustus etwas 
| besser anzugehen als Nematospora. In der zweiten Woche 
'trat dann aber ziemlich plétzlich eine Verinderung ein: beide 
' Pilze begannen rasch zu wachsen und die Hyphen ihrer Myzelien 
| waren nach ein paar Tagen vollstindig ineinander verfilzt. Die 
_ ,{Inkubationszeit“ bis zum Wachstumsanstieg war bei den einzelnen 
' Kulturen etwas verschieden, was auch in den unterschiedlichen 
_ Trockengewichten der Misch-Myzelien (5,4—3,9—8,7—5,4 mg) zum 
' Ausdruck kommt. 


Das gleiche Experiment wurde mit Polyporus abietinus 


-und Nematospora gossypii ausgefihrt. Der Verlauf des 
' Versuchs stimmte mit dem oben beschriebenen vdllig iiberein, 
doch schien das zweite Paar etwas besser zueinander zu passen. 
| Das Trockengewicht der Mischmyzelien betrug in diesem Falle 
| 144—15,9—20,4 und 20,4 mg. 


ee 


I SST ee EY 


Nach dem Ergebnis unserer Versuche wird man 
nicht daran zweifeln, daB in den Mischkulturen Nema- 
tospora Aneurin und die Polyporus-Arten Biotin liefern 


und dadurch das gemeinsame Wachstum in synthetischer 
| Nihrlésung erméglichen. Auf Grund des 6rtlich sehr ver- 
| schiedenen Vorkommens von Nematospora gossypii und den 
| beiden Polyporaceen ist es nicht wahrscheinlich, daB die Pilze 


auch in der Natur zusammen leben; unsere Laboratoriumsversuche 


| stellen also eine ,,kiinstliche Symbiose“ dar. 


*°) Eventuell nach Zusatz von Inosit. 








Wir haben es von Anfang an nicht fiir empfehlenswert .. 
halten, Biotin als pflanzliches Vitamin zu bezeichnen, da es ja yo 
den wilden Hefen selbst hervorgebracht wird und bei der PHany 
ganz allgemein die Unterscheidung zwischen Hormon und Vitaniy 
den Sinn verliert“?), Wenn es noch nétig war, diese Einstellun 


weiter zu begriinden, so scheint uns die vorliegende Arbeit dafiy 


i 


neue iiberzeugende Argumente zu erbringen. 


Wir haben der Akademie der Wissenschaften zu Stockholy 
fir die Verleihung eines Stipendiums aus dem ,,Hierta-Retzin; 
stipendiefond“ an den einen von uns unseren ergebensten [an| 
auszusprechen. 


Ferner ist es uns ein Bediirfnis, Frau Professor Wester dijk 
Baarn, Herrn Professor Melin, Uppsala, und Herrn Professo: 
Kluyver, Delft, fiir die Uberlassung von Reinkulturen verbind. 
lichst zu danken. 


21) Diese Z. 243, 221 (1936). 
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Uber Clupein. 
VIIL. Mitteilung. 


Von 


K. Felix und A. Mager. 


(Ausgefiihrt mit Mitteln der deutschen Forschungsgemeinschaft.) 


(Aus dem Institut fiir vegetative Physiologie der Universitat Frankfurt a. M.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 24. Juli 1937.) 


Die vorliegenden Untersuchungen gelten vor allem den Mono- 
aminosiuren des Clupeins. Seit den Arbeiten von Kossel!}) 
liegen keine neuen Zahlen iiber ihre Menge und Verteilung vor. 
Das Arginin ist dagegen mehrfach mit der bequemen und zu- 
verlissigen F'lavianséuremethode bestimmt worden. Im allgemeinen 
fallen auf diesen Baustein 88—89°/, des Gesamtstickstoffs. 
An Monoaminoséuren wurden von Kossel und seinen Mitarbeitern 
Alanin, Serin, Prolin und eine Aminovaleriansiure, aller Wahr- 
scheinlichkeit nach Valin, nachgewiesen. In Untersuchungen, 
die gemeinsam mit K. Inouye und K. Dirr’*) ausgefiihrt worden 
waren, wurde dies bestatigt und dazu noch Oxyprolin als weiterer 
Baustein aufgefunden. Da das Vorkommen desselben angezweifelt 
worden ist}5), haben wir es in einem Priaparat nach dem Verfahren 
von M. Bergmann!) von neuem isoliert und auBerdem in ver- 
schiedenen Praparaten nach Uberfiihrung in Pyrrol mit p-Dimethyl- 
aminobenzaldehyd qualitativ nachgewiesen. 

Fiir die Bestimmung der Monoaminosiuren haben wir zu- 
nichst aus dem Schwefelsiurehydrolysat des Clupeins das Arginin 
mit Flaviansiure gefillt, aus dem Filtrat die iiberschiissige Flavian- 
siure beseitigt und Gesamt- und freien Aminostickstoff bestimmt. 


Die Differenz zwischen beiden gibt den Gehalt an Iminosiuren. 


| In anderen Proben wurden Alanin und Serin ermittelt. Fiir die 


f 
NY 





Bestimmung des Alanins richteten wir uns nach dem Verfahren 
von Q. Firth, R. Scholl und H. Herrmann’). Danach wird 
das Alanin durch salpetrige Saéure zu Milchsiure desaminiert 
und diese nach der Mikromethode von EK. Lehnartz}%) bestimmt. 
Bei reinen Alaninlésungen lieferte die Methode 92°/, der Theorie. 
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Serin haben wir zuerst nach EK. Fischer und H. Leuchs‘ 
mit Jodwasserstoffsiure in Gegenwart von iiberschiissigem rotem 
Phosphor zu Alanin reduziert und wie dieses weiterbehandelt, 
Aus bekannten Serinlésungen wurden 91°/, wiedergefunden, 
Die Reduktion verliuft somit praktisch quantitativ. 

Die Differenz zwischen Alanin- und Serinstickstoff einerseits 
und dem freien Aminostickstoff in der Monoaminosiurefraktion 
andererseits gibt den Valinstickstoff einschlieBlich eventuell noch 
nicht bekannter Bausteine des Clupeins. 

Die Clupeinpriparate haben wir fiir diese Arbeiten nach 
dem etwas modifizierten Esterverfahren dargestellt. Die Moditikation 
schien uns deswegen notwendig, weil am Ghiadin‘) beobachtet 
wurde, daf& bei der Veresterung Zersetzungen eintreten k6énner, 
wenn die Feuchtigkeit nicht vollkommen ausgeschlossen _ ist. 
AuBerdem haben K. E. Rasmussen und K. Linderstrém-Lang" 
den Verdacht geaiuBert, daf unsere ersten Clupeinpriparate bei 
der ,handfesten Darstellung’ gelitten haben. Die wesentliche 
Anderung besteht in der Behandlung des Clupeinpikrates, welches 
man aus dem schwefelsauren Extrakt der isolierten Spermatozoen- 
képfe mit Natriumpikrat erhilt. Wir leBen es an der Lut 
trocknen, suspendierten es dann in absolutem Methylalkohol, 
kiihlten in Kis ab und leiteten fiir kurze Zeit unter Ausschlub 
der Luftfeuchtigkeit trockene Salzsiure ein. Die Hinzelheiten 
sind im experimentellen Teil beschrieben. Bei dem neuen Ver- 
fahren muB man allerdings in Kauf nehmen, da unter Umstiinden 
die Veresterung keine vollstindige ist. Jedenfalls gelingt e, 
die Pikrinsiure rasch und damit auch schonend zu entfernen. 

Auch jetzt lie® sich der Rohester auf Grund der Léslichkeit 
in Methylalkohol und in wmethylalkoholischer Salzsiiure 
drei Fraktionen aufteilen, die sich durch Methoxylgehalt und 
Molekulargewicht unterscheiden. Wir benennen sie wieder mit 
den Buchstaben A, B und C, wobei A die leichtest lésliche 
Fraktion mit dem _ niedersten Molekulargewicht und C die 
schwerst lisliche mit dem héchsten Molekulargewicht ist. Wihrent 
das friihere Verfahren nur eine geringe Ausbeute an der 
Fraktion C gab, fiel sie jetzt am reichlichsten an. Insofern be- 
wirkt also eine zu lange Einwirkung der methylalkoholischen 
Salzsiiure eine Zersetzung. Bei wiederholter Veresterung von ( 
steigt der Methoxylgehalt bis zu einem Wert von 1,2—1,4°/, an 
und bleibt dann konstant. Die einzelnen Peptidbindungen sind 
also verschieden fest gegeniiber methylalkoholischer Salzsiure. 
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: Unsere friheren Versuche haben wir an der Fraktion B mit dem 
| Methoxylgehalt 1,2—1,5 ausgefiihrt. Fiir die Fraktion C schwanken 
die Zahlen zwischen 0,6 und 0,68. 


Die neue Darstellung liefert die Fraktion C am _ reinsten 


' und am einheitlichsten. Die Fraktionen A und B sind noch immer 
Gemische. Wegen Mangel an Material haben wir sie noch nicht 
| weiter aufgeteilt. Wir haben drei verschiedene Praparate von 
- der Fraktion C analysiert und bringen die einzelnen Daten im experi- 
mentellen Teil. Im Mittel hat Clupeinmethylester-hydrochlorid C 
' folgende Zusammensetzung: 


Gesamtstickstoff ..... 24,99 °/, 
ca aE a Se Sec 16,08 ,, 

ee eee 0,65 ,, 

Arginin-stickstoff. ... . 89,39 ,, vom Gesamtstickstoff 
Monoaminosiure-stickstoff. 11,4 ,, ,, - 
Alanin-stickstoff ..... ea ss - 
Serin-stickstoff ...... Ly » - 
Imino-stickstoff. .... . se « j 
Valin-stickstoff ... . ... 3,67,,_ ,, . 


Nach diesen Analysen enthilt das Clupein © 22 Molekiile 


| Arginin und 11 Molekiile Monoaminosiuren. Von Alanin und 
' Serin sind je 2 und von den beiden Iminosiiuren 4 Molekiile vor- 
‘handen. Da der Gehalt an Oxyprolin sehr gering ist (wir er- 
| hielten aus 100 g Methylesterhydrochlorid 16 mg Oxyprolinpikrat), 
| diirfte nicht mehr als 1 Molekiil vorhanden sein. Der Gehalt an 
| Prolin betragt dann 3 Molekiile. Fiir das Valin bzw. noch un- 
| bekannte Bausteine bleiben weitere 3 Molekiile tibrig. Nach 
dieser Zusammensetzung ergibt sich fiir das freie Clupein ein 
| Molekulargewicht von 4470 und fiir das Methylesterhydrochlorid 
'von 5340. Nach den im experimentellen Teil fir Methoxyl 
_ augefiihrten Zahlen schwankt das Molekulargewicht zwischen 4770 
/ und 5070. Berechnet man es aus dem gefundenen Alaningehalt 
'und unter Beriicksichtigung, daB 2 Molekiile Alanin vorkommen, 
'so erhilt man fiir das Esterhydrochlorid einen Wert von 5760. 
'Da nur 92°/, des Alanins durch die quantitative Bestimmung 
| erfaBt werden, mu8 er entsprechend korrigiert werden. Er er- 
_uiedrigt sich dann auf 5303 und stimmt nun mit dem aus dem 
_ Molverhiltnis berechneten befriedigend iiberein. Seine GréBen- 
| ordnung ist die gleiche wie die, welche K. E. Rasmussen und 
_ Kk. Linderstrém-Lang aus ihren Titrationen gefolgert haben. 
_ Die wirkliche Zusammensetzung kann also nicht sehr abweichen. 
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Es soll nun versucht werden, die friiher skizzierte Forme|s 
durch die neuen Resultate zu erginzen. Nach Kossel !) komme 
im Clupeinmolekiil als Struktureinheit Tripeptide (Clupeone) ays 
2 Molekiilen Arginin und 1 Molekiil einer Monoaminosiure yo; 
Die beiden Argininmolekile sind stets als Arginyl-arginin)* 
vorhanden. Nach unseren friiheren Versuchen gibt es zwei Arte; 
dieser T'ripeptide, die sich durch die Stellung der Monoamino. 
siure zu dem Arginyl-arginin unterscheiden. Bei der einen Ar 
stehen die Monoaminosiiuren am Amino- und bei der anderey 
am Carboxylende. Wahrscheinlich sind diese beiden Forme 
wechselweise aneinandergefiigt. Denn wir konnten aus einen 
partiellen Hydrolysat mit verdiinnter Salzsiure ein Triarginyl. 
arginin isolieren®). Kin solches Tetrapeptid aus Arginin entstebt, 
wenn zwei Clupeone mit den Argininenden peptidartig verbunde 
werden. Bei der Vereinigung zweier verschiedener Clupeone mit 
den Monoaminosiureenden wird an der Verkniipfungsstelle ein 
Dipeptid aus Monoaminosiauren gebildet, was bis jetzt nur qualitatiy 
nachgewiesen werden konnte. Weiter ergibt sich aus Versuchen 
von EK. Waldschmidt-Leitz und Mitarbeitern 1°) und aus eigenen‘, 
daB ein Arginyl-argininrest am Carboxylende der Peptidkette 
des Clupeins steht. Das Aminoende der Peptidkette wird nach 
EK. K. Rasmussen und K. Linderstrém-Lang 4) von der Imino- 
gruppe eines Prolinrestes gebildet. Sie ist zu 80°/, formoltitrierbar. 
Die dinischen Autoren konnten eine geringe Menge formoltitricr- 
baren Stickstoffs nachweisen; 0,2 g Clupeinchlorid verbrauchten 
0,144 com n/10-Natronlauge. Wir haben die Formoltitration 
wiederholt, aber auch jetzt bei der Verwendung von n/10-Lésungen 
keinen sicheren Ausschlag erzielt. Mit n/50-Natronlauge wurden 
die Ergebnisse deutlicher. Danach betragt der formoltitrierbare 
Stickstoff 1,06 °/, des Gesamtstickstoffs. Daraus ergibt sich ein 
Molekulargewicht von 5410 fiir das Esterhydrochlorid. Da diese 
Zahl mit den oben angefiihrten sehr gut iibereinstimmt, gewint! 
die Annahme der dinischen Autoren gréBte Wahrscheinlichket. 
Unter der weiteren Annahme, daB auch beim Clupein die 
Monoaminosiuren mit einer gewissen Periodizitit in der 
Peptidkette wiederkehren, wie das von M. Bergmann fir de 
Gelatine und das Fibrin wahrscheinlich gemacht ist’), lassen 
sich unsere bisherigen Befunde durch folgendes Schema wieder 
geben. 

HNC P—AA—AA—V—S—AA—AA—Op—V—AA—AA—P—Al— 
—AA—AA—P—S—AA—AA—V—AI—AA—CO0H 
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In dieser Formel bedeuten AA Arginyl-arginin, Al Alanin, 


me]), i 
a '§ Serin, P Prolin, Op Oxyprolin und V Valin. 
aus «2Cs«Unsere Formel, die sich auf Analysen und krystallisierte 


vor, i Bruchstiicke, welche bei partiellem Abbau durch Fermente und 
: 146 J durch Siuren gewonnen worden waren, aufbaut, weicht von der ab, 
‘rte, ME die kitrzlich EK. Waldschmidt-Leitz und EK. Kofranyi’’) auf- 
ino. ME gestellt haben. Im wesentlichen wiederholen sie die alte Formel 
An ge vou Kossel und begriinden sie mit einer enzymatischen Analyse. 
lere,  Hinzelne Spaltprodukte, mit denen die Schliisse aus den Titrationen 
rmen (ae batten belegt werden kénnen, sind nicht isoliert worden. Auch 
inem Ee dirfte die Spezifitit der angewandten Fermente noch nicht so 
iny: festgelegt sein, daB sich aus ihrer Wirkung ,ine eindeutig ge- 
teht, Me sicherte Feststellung“ machen 1aBt. Ks wird z. b, angenommen, 
nde, qe daB Aminopolypeptidase keine Peptide spaltet, deren Aminogruppe 
. mit Me nem Argininrest angehdrt. Reine Peptide, an denen das hiitte 
ein ME geprift werden kénnen, liegen noch nicht vor. Ferner soll Trypsin 
tatir ge im Clupein jeweils die Bindungen zwischen den beiden Arginin- 
che, Me testen zerlegen. Wir konnten gerade aus dem Trypsinhydrolysat 


ba aie 


en®, ME Arginyl-arginin als krystallisiertes Pikrat isolieren. 

kette ; 

nach fe Experimenteller Teil. 

nino: Darstellung des Clupeins. Die reifen Heringstestikel wurden wie 
rbar, @® bisher aus Hamburg, in verléteten Biichsen und mit Naphthalin konserviert, 
rier. ME Pezogen. 3 kg der Testikel wurden in der Hackmaschine zerkleinert, in 
shten /12 Liter Wasser suspendiert und 30 Minuten lang kriftig geriihrt. Die 


Suspension wurde dann durch eine doppelte Lage von Verbandmull koliert 
ati! Mi und das Kolat mit 300 cem Eisessig versetzt, dabei fallen die Képfe der 
ingen J Spermatozoen aus, die zum gréBten Teil aus Nucleoprotamin bestehen. 
irden (ae Die Mischung wurde noch '/, Stunde turbiniert, kurz absitzen gelassen und 
“auf mehrere Faltenfilter verteilt. Der Niederschlag wurde noch einmal in 
| 12 Liter 1°/,iger Essigsiiure suspendiert, geriihrt und filtriert. Zum Schluf 
’ | wurde er in gleicher Weise mit 12 Liter Wasser behandelt. 
diese Die noch feuchten Spermatozoenképfe kénnen sofort weiter behandelt 
vinnt J Werden; den gréBten Teil aber haben wir mit Aceton und Ather getrocknet 
rkeit, ee 4 ein fast weiBes Priparat erhalten. Die Ausbeute betrug ungefihr 600 ¢g. 
ie E Fir die Darstellung des Clupeinpikrats haben wir 600 g getrockneter 
/Spermatozoenképfe in 12 Liter Wasser suspendiert und einige Stunden 
det Hi stehen lassen. Um die Quellung zu beférdern, versetzten wir die Suspension 
r die § mit so viel 2 n-Natronlauge, daB die Reaktion gerade alkalisch war. Nach 
assel fe ° Minuten gaben wir unter kriftigem Turbinieren 50°/, Schwefelsiure bis 
oder pur deutlich kongosauren Reaktion zu, riihrten noch 30 Minuten lang weiter 
| /wnd saugten dann auf einer Nutsche ab. Der Niederschlag wurde noch 
mal mit je 12 Liter 1°/,iger Schwefelsiiure extrahiert. In den meisten Fiillen 
_geniigte aber eine 4malige Extraktion. Der erste und zweite, ferner der dritte 
OOH Me “24 vierte, allenfalls der fiinfte und sechste Auszug wurden vereinigt und 
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gemeinsam weiter behandelt. Wir fiigten so viel gesittigte Natriumpikrat. 
lésung zu, bis in einer filtrierten Probe kein neuer Niederschlag mehr auftrat 
Das Pikrat setzte sich rasch ab. Nachdem die tiberstehende Fiiissigkeit 
abgegossen war, wurde es auf einer Nutsche stark abgesaugt und mit 
Wasser gewaschen. 

Das so gewonnene Clupeinpikrat ist meistens mehr oder weniger mit 
Pikraten von Purinbasen verunreinigt. Sie sind z. T. von vornherein jy 
den Spermatozoenképfen vorhanden, z. T. werden sie aus der Nucleinsiiure 
durch Zersetzung bei der Extraktion mit Schwefelsiure frei. Zu ihrer Be. 
seitigung haben wir das noch feuchte Rohpikrat mit einem kleinen Uber. 
schu8 n/20-Natronlauge 3mal verrieben, dann mit Wasser, mit n/20-Salz. 
siure, schlieBlich wieder 2mal mit Wasser gewaschen und an der Luft 
trocknen gelassen; Ausbeute aus der ersten und zweiten Extraktion 104 ¢, 
aus der dritten und vierten 66 g. 

Nach einer orientierenden Untersuchung besteht das Purinbasengemisch 
hauptsichlich aus Adenin und Hypoxanthin. 

104 g getrocknetes Clupeinpikrat wurden fein zerrieben, in 1500 ccm 
Methylalkohol suspendiert, in Eis gekiihlt und unter Ausschlu8 der Lutt. 
feuchtigkeit und Schiitteln trockenes Salzsiiuregas eingeleitet. Nach 
20—25 Minuten ist die Lésung annihernd mit Salzsiure gesiittigt. Wir 
lieB8en noch 380 Minuten bei Zimmertemperatur stehen und saugten den 
Niederschlag auf einer Glasnutsche ab. Er besteht gréBtenteils aus Clupein (. 
Die Fraktionen A und B gehen ins Filtrat. Der etwas gelbliche Niederschlag 
aye auf dem Wasserbad in absolutem Methylalkohol gelést und in das 

/,fache Volumen mit Salzsiuregas gesiittigtem absoluten Ather eingegossen. 
Det Niederschlag wurde wieder abgesaugt und noch einmal in der gleichen 
Weise umgefallt. Meistens war nach der zweiten Umfillung das Priiparat 
vollkommen weiB und geniigend rein. Es wurde médglichst rasch 
abgesaugt, 2mal mit absolutem Ather gewaschen und im Vakuum ier 
Calciumchlorid getrocknet. Ausbeute an Clupeinmethylesterhydrochlorid C: 
40 g. Aus den 66 g Pikrat der dritten und vierten Extraktion er- 
hielten wir nach entsprechender Behandlung 29 g Clupeinmethylester 
hydrochlorid C. 

Aus den vereinigten, salzsauren methylalkoholischen Filtraten erhilt 
man durch Fallung mit Ather die Ester der Fraktionen A und B. In einem 
Fall haben wir sie mit der Fraktion C vereinigt und von neuem zerlegt. 
65 g dieses Estergemisches wurden dazu in absolutem Methylalkohol unter 
vorsichtigem Erwirmen aufgelést. Wird in die eisgekiihlte Fliissigkeit 
Salzsiiure eingeleitet, so fillt sofort ein Niederschlag aus. Wenn nichts 
mehr weiter ausfiel, wurde die Einleitung der Salzsiure unterbrochet, 
abgesaugt und der Niederschlag (Clupein C) wie oben beschrieben 2 mal um- 
gefillt, gewaschen und getrocknet. Das Filtrat von der ersten Fiillung 
der Fraktion C wurde mit Ather versetzt, der erhaltene Niederschlag wieder 
in absolutem Methylalkohol aufgelést und von neuem Salzsiure eingeleitet. 
Jetzt scheidet sich eine Fraktion aus, die leichter léslich ist wie C und 
von uns als B bezeichnet wird. Das Filtrat von B gibt dann bei der Be 
handlung mit Ather das Gemisch der A-Fraktionen. Einen weiteren Ante 
an B erhilt man aus den methylalkoholischen Waschflissigkeiten der 
Fraktion C bei der Fillung mit Ather. In dem angefiihrten Beispiel betrug 
die Ausbeute an C 46 g, an B 3g und an A 38,25 g. 
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Bestimmung der Bausteine. Zur quantitativen Bestimmung der 
einzelnen Aminosiuren verwandten wir jeweils 500 mg Clupeinesterhydro- 
chlorid und setzten stets zwei Parallelversuche an. Sie wurden mit 25°/, 
Schwefelsiure hydrolysiert, die Schwefelsiiure mit Baryt entfernt und das 
Arginin mit Flaviansiure quantitativ gefillt*). 

Aus den Filtraten des Argininflavianats beseitigten wir die tber- 
schiissige Flaviansiure mit Baryt, ihre letzten Reste durch Kochen mit 
Tierkohle. Die Loésungen, die jetzt nur noch die Monoaminosiiuren ent- 
hielten, wurden auf ein Volumen von 50 ccm gebracht. In 3mal je 2 cem 
bestimmten wir den Gesamtstickstoff nach Kjeldahl! und in 2mal je 10 ccm 
den freien Aminostickstoff nach van Slyke. 

Zur Bestimmung des Alanins nach O. Fiirth, R. Scholl und 
H. Herrmann’) wurden 10 cem des Hydrolysats mit je 1 ccm 6 n-Salzsiure 
angesiiuert, auf dem siedenden Wasserbad erwiirmt und langsam 10 ccm 
einer 2,5°/,igen Natriumnitritlisung im Verlauf von 20 Minuten zuflieBen ge- 
lassen. Danach wurde die iiberschiissige salpetrige Siure sofort durch 
Eintropfen von 10 cem einer 7,5 °/,igen Harnstofflésung zerstért. Das Gemisch 
fiillten wir dann auf 100 cem auf. In 5 cem bestimmten wir die Milchsiure 
nach dem Mikroverfahren von E. Lehnartz"’), 

Da auBer Alanin auch die anderen Monoaminosiiuren desaminiert 


' werden, entstehen bei der Oxydation durch Permanganat noch weitere 
| fliichtige Aldehyde neben Acetaldehyd. Sie sind durch fraktionierte 
 Destillation abzutrennen. Wir beniitzten dazu wieder die von O. Fiirth 
' und Mitarbeitern beschriebene Apparatur. Bei der Destillation mu8ten wir 
| etwas von den Angaben dieser Autoren abweichen. Bei40° Badtemperatur ging 

nichts tiber. Wir muBten bis auf 75—80° gehen. Ferner war darauf zu achten, 


da8 nur ein ganz schwacher Luftstrom durch die Apparatur gesaugt wird. 

Wir haben die Methode an einer Lésung von 100 mg Alanin und 
100 mg Valin in 250 cem Wasser geprift. 25 cem wurden desaminiert, 
auf 250 ccm aufgefiillt und mit je 10 ccm der verdiinnten Lésung 
(= 0,4 mg Alanin und 0,4 mg Valin) die Milchsiurebestimmung durchgefiihrt. 
Bei einfacher Destillation verbrauchten wir 2,83, 2,78, 2,79 und 2,74 ecm 
n/200-Jodlésung. Die gleichen Versuche hatten aber bei fraktionierter 
Destillation einen Jodverbrauch von 1,56, 1,58, 1,65 und 1,60 cem. Der 


| theoretische Wert ist 1,77 cem. Die Ausbeute schwankte also zwischen 


87 und 93°/, der Theorie. In acht weiteren Versuchen schwankte die Aus- 


} beute zwischen 89 und 102°/,. Das Gesamtmittel betriigt 92°/,. 


*) Bei den wiederholten quantitativen Bestimmungen des Arginins im 
Clupein fiel uns auf, daB hiiufig, nachdem sich das Argininflavianat ab- 


| gesetzt hatte, ein weiteres Flavianat von hellgelber Farbe auskrystallisierte. 
| Auberlich zeigt es dieselben Eigenschaften wie Argininflavianat, ist nur 
- etwas leichter léslich. Von Dr. K. Dirr wurde noch in Miinchen eine Probe 
| in das Pikrat und in das Hydrochlorid iibergefiihrt. Das Pikrat zersetzt 
| sich ohne Verfirbung bei 150°, wird dann wieder fest, um sich noch ein- 
» mal unter lebhafter Gasentwicklung und Schwarzfirbung bei 250° zu zer- 
| Setzen. Das Hydrochlorid zersetzt sich erstmalig ohne Verfirbung bei 215° 
| und zum zweiten Male unter Gasentwicklung und Braunfirbung bei 255°. 
| Die Analysen stimmen auf ein Oxyarginin. Da nicht geniigend Material 


zur Verfiigung stand, konnte aber dieser Befund nicht sichergestellt werden. 
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Fiir die Bestimmung des Serins wurden 10 cem der Monoaminosiiur. 


lésung nach E. Fischer und H. Leuchs mit Seesand zur Trockne ¢ip. 


gedampft und im EinschluBrohr mit 1,5 cem Jodwasserstoffsiure (1,96) unj 
0,3 g rotem Phosphor 5 Stunden auf 125—130° erhitzt. Die tiberschiissig 
Jodwasserstoffsiure wurde mit Bleioxyd und dessen Uberschu8 mit Schwefg. 
wasserstoff entfernt. Das Filtrat von Bleijodid und Bleisulfid wurde y 
wie bei der Alaninbestimmung weiter behandelt. 

Wir haben das Verfahren zuniichst auf eine reine Serinlésung gy. 
gewandt. 100 mg d,l-Serin wurden mit 3 ccm Jodwasserstoffsiure und 200 mp 
rotem Phosphor 5 Stunden im Bombenrohr auf 125° erhitzt. Nach de 
Entfernung des Jodwasserstoffs und des iiberschiissigen Bleis wurde ein. 
geengt und auf 250 cem aufgefiillt. 25 cem dieser Lésung (= 10 mg Serin 
haben wir desaminiert und danach wieder auf 250 ccm aufgefiill, 
5 eem (= 0,2 mg Serin) verbrauchten 1,38, 1,37 cem n/400-Jod; gefunda 
0,182 mg Serin oder 91°/, der Theorie. 

Wie schon im allgemeinen Teil erwihnt, berechneten wir den Imino. 


stickstoff aus der Differenz zwischen Gesamtstickstoff und freiem Amino-§ 


stickstoff und den Valinstickstoff aus der Differenz zwischen freiem Amino. 
stickstoff der Monoaminosiurefraktion und Serin- plus Alaninstickstoff. 
Auf diese Weise haben wir drei Priiparate von Clupein C und je eines 
von A und B analysiert. 
Das erste Priiparat von Clupeinmethylesterhydrochlorid C war au 
Heringstestikeln dargestellt worden, die wir im Monat Februar 1935 be 
zogen haben. 


Gesamtstickstoff (Kjeldahl). 


Einwage 19,6 mg, gef. 4,97 mg, 25,38 °/, N 
19,7 5,026 25,50 
20,7 5,26 25,41 


Mittel = 25,43. 
Chior (Carius). 
Kinwage 29,4 mg _ gef. 19,3 mg AgCl, 16,34°/, Cl 
22,9 15,2 16,42 
Mittel = 16,38. 
Methoxyl (Preg)). 
Einwage 88,7 mg, gef. 4,192 mg AgJ, 0,662°/, OCH, 
72,6 8,197 0,582 
74,1 3.380 0,604 
Mittel = 0,616. 
Arginin (Kosse)l). 
Hydrol. 1,0 g, gef. 1,9735 g Arg. flav., 89,07°/, vom Ges.-N. 
1,0 1,9762 89,29 
Mittel = 89,18. 


Die Monoaminosiurefraktion wurde auf 50 cem gebracht und in ili 
folgende Bestimmungen ausgefiihrt. 


Monoaminosiure-Gesamtstickstoff (Kjeldahl). 











lben 


2¢@ 
msamts 


2eem: 1,115, 1,119, 1,118, 1,187, 1,141, 1,141 mg N = 11,099, vou | 


Gesamtstickstoff im Mittel. 
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siiure. | Aminostickstoff der Monoaminosduren (van Slyke). 
2 me 10 cem: 8,804, 3,974 mg N = 7,64°/, vom Gesamtstickstoff im Mittel. 
iissin Der Iminostickstoff betriigt somit 3,45°/, vom Gesamtstickstoff. 

OS ee 
ge 4 Alanin (Fiirth). 
ee M10. cem der Monoaminosiurelésung wurden desaminiert und auf 100 ccm 
a yerdiinnt. 
200 : 5ecem der verdiinnten Lésung verbrauchten 1,25, 1,25, 1,28, 1,27, 
h a 33, 1,31 eem n/200-Jod = 1,77°/, Alanin N vom Gesamtstickstoff. 
v t 4 
le elt Serin (E. Fischer, O. Fiirth). 

a 10 cem der Monoaminosiurelésung wurden reduziert, desaminiert und 
“ a uf 150 cem aufgefiillt. 

uncle §=5eem verbrauchten 1,79, 1,82, 1,88, 1,78, 1,89, 1,83 eem n/200 Jod 


= 3,78°/, Gesamtalanin-N vom Gesamt-N, somit Serin-N 2,01°/, vom Ge- 
amt-N. 

Der Valin-stickstoff betriigt somit 3,86°/, vom Gesamtstickstoft. 

Das zweite Priparat Clupeinmethylesterhydrochlorid C war aus der- 
lben Sendung von Heringstestikeln dargestellt worden. 


I[mino- 
\mino-¥ 
\ mino- 
ff. 
e eines 
Gesamtstickstoff (Kjeldah)). 
Einwage 27,1 mg, gef. 6,48 mg N, 23,94°/, N 
25,1 6,04 23,79 
23,2 5,52 23,82 
Mittel = 23,85. 


ur all 
35 be: 





Chlor (Carius). 
Einwage 34,9mg, ~— gef. 23,3 mg AgCl, 16,5°/, Chlor 
26,8 17,8 16,4 
Mittel = 16,45. 


Methoxyl (Pregl). 
Einwage 58,4 mg, gef. 2,692 mg AgJ, 0,613°/, OCH, 
66,1 2,995 0,599 
48,8 2,285 0,618 
Mittel = 0,610. 


Arginin (Kossel). 
Hydrol. 1,0g, gef. 1,8472 ¢ Arg. flav., 88,85°/, vom Ges.-N. 
1,0 1,8423 88,60 
Mittel = 88,72. 


Monoaminosiure-Gesamtstickstoff (Kjeldahl). 
2cem: 1,102, 1,099, 1,098, 1,1155, 1,107, 1,111 mg N = 11,6°%/, vom 


= resamtstickstoff im Mittel. 
in i! 


Aminostickstoff der Monoaminosiuren (van Slyke) 
10 cem: 3,61, 3,75 mg N = 7,72°/, vom Gesamt-N. 
1, Vou ' , 
lo Iminostickstoff. 
10 cem: 3,86 /5. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCXLIX. 
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Alanin. 


vom Gesamt-N. 
Serin. 


Seem: 2,49, 2,55, 2,54, 2,61, 2,54, 2,58 cem n/200-J = 3,75", Ge. 


samt-Alanin-N vom Gesamt-N; Serin-N = 1,71°/, vom Gesamt-N. 


Valin-N 4,04°/, vom Gesamt-N. 


Das dritte Priiparat von Clupeinmethylesterchlorid C wurde aus eine 


Sendung im Monat Dezember 1934 bereitet. 


| Gesamtstickstoff. 
Einwage 22,2mg,  gef. 546mg N, 24,599/, N 
| 39,7 9,646 24,64 
28,0 6,871 24,55 
Mittel = 24,56. 
Chlor. 
| Einwage 34,7 mg, — gef. 22,1 mg AgCl, —15,75°/, Chlor 
30,1 19,3 15,84 
Mittel = 15,79. 
Methoxyl. 
Einwage 50,7 mg, gef. 2,537 mg AgJ, 0,66 °/, OCH, 
63,2 3,317 0,69 
Mittel = 0,675. 
Arginin. 
Hydrol. 1,0 g, gef. 1,9172 g Arg. flav., 89,58°/, vom Ges.-N. 


89,63 
Mittel = 89,60. 


1,0 1,9185 


Monoaminosiure-Gesamtstickstoff. 


2 cem: 0,5365, 0,5350, 0,5365, 0,5326, 0,5310, 0,5818 mg N = 10,75’, 


vom Gesamt-N. 


Aminostickstoff der Monoaminosiuren. 
10 cem: 3,249; 3,521 mg N = 6,69°/, vom Gesamt-N. 


Iminostickstoff. 
10 cem = 4,07°/, vom Gesamt-N. 


Alanin. 
10 cem: 1,19, 1,25, 1,21, 1,18, 1,27, 1,24 cemn/200-J = 1,73°/, Alanin-) 
vom Gesamt-N. 
Serin. 
10 com: 2,36, 2,29, 2,28, 2,31, 2,32, 2,29 ccm n/200-J = 3,29°), be 


+ 
4 


samt-Alanin-N vom Gesamt-N; Serin-N = 1,56°/, vom Gesamt-N. 


Valin-N 3,36°/, vom Gesamt-N. 
Aus demselben Material, aus dem auch das dritte Priiparat 0 
Clupeinmethylesters C gewonnen worden war, haben wir noch die Frak 


5 cem: 1,43, 1,48, 1,39, 1,45, 1,49, 1,40 cem n/200-J = 2,04°/, Alanin-y 
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tionen A und B dargestellt. Sie sind nicht einheitlich; aber wegen Mangel 
© an Material muBten wir darauf verzichten sie weiter zu reinigen. Sie 
- wurden in derselben Weise analysiert, wie die Fraktion C. Wir stellen 


nin-N 





' aber im folgenden nur die Mittelwerte zusammen. 














Clupeinmethylester 
A B 
: in %/y 
einer 
es ee ae ae a 23,01 22,81 
ed ip ak A eB ak a on Nese ae we 16,36 15,45 
MMethoxyl. . 2. 2-2 ee ee we ee eee 1,85 0,961 
4 °/, vom Gesamt-N 
d NT i bok Nw ee 87,45 88,53 
> Monoaminosidure- a oe eee ee eee 12,7 12,0 
ee ee 9,38 9,13 
Memino-N tt te te 3,40 2,89 
AM. 6 be ee ee ee ee 2,46 2,05 
cok Aeh te hk cate Heke ate: 2,28 2,10 
EN re een 464 | 4,98 


' Isolierung von Oxyprolin. 100 ¢ Clupeinmethylesterhydrochlorid C 
'wurden mit konzentrierter Salzsiiure hydrolysiert, das Hydrolysat durch 

| wiederholtes Eindampfen im Vakuum von der iiberschiissigen Salzsiure be- 
'freit und das Arginin mit Flaviansiure entfernt. Die letzten Reste des 

| Farbstoffs in der Monoaminosiurefraktion haben wir mit Butylalkohol 

' extrahiert. Darauf fillten wir nach M. Bergmann’) das Prolin mit einer 

_ nethylalkoholischen Lésung von Tetrarhodanato-dianilino-ammoniumchromit 

| (Cr(iSCN),(C,H,NH,),NH,). Wir gaben 150 cem, die 40 g des Komplexsalzes 

| enthielten, langeam zu der auf 60° erwirmten Monoaminosiiurefraktion. 

Die Additionsverbindung des Prolins fiel in schénen bliiulich gefirbten 

p Krystallen aus. Nach 12stiindigem Stehen im Eisschrank wurde abgesaugt 

5’, und das Filtrat mit einer Lésung von 15 g Reineckesalz in 160 cem Wasser 
wieder bei 60° versetzt. Im Laufe von 20 Stunden schied sich im Eis- 

: P schrank ein kleiner Niederschlag ab. Zur Zerlegung wurde das noch 

. p feuc hte Reineckat in eine Mischung von 20 cem Pyridin und 10 eem Wassser 
‘eingetragen und verrieben. Nach 10 Stunden saugten wir das Pyridin- 
f Reineckat ab. Aus dem Filtrat fiel auf Zusatz von Eisessig ein valine 
_ Anteil des genannten Reineckats aus. Das iiberschiissige Pyridin beseitigten 
i durch 2maliges Einengen zur Trockne. Die letzten Reste des Reineckats 
_mubten wir noch nach der iilteren Methode mit Kupfersulfat und schwefliger 
© Siure entfernen. Dazu nahmen wir den rétlich gefairbten Riickstand in 
asser auf, erwirmten auf 70° und gaben unter gleichzeitiger Einleitung 
on Schwefeldioxyd 5 ecem einer 20°/, igen Kupfersulfatlésung zu. Das 
thodan wurde mit 0,3 g Silbersulfat, die in heiBem Wasser gelést waren, 
efallt. Aus dem Filtrat vom Rhodansilber entfernten wir die tiberschiissigen 
‘hwermetallionen durch Schwefelwasserstoff. Das vom Schwefelwasser- 
tot befreite Filtrat hinterlie8 beim Einengen einen schwach gelb gefirbten 
ckstand. Er wurde in 50 cem Wasser aufgenommen und mit 5 g festem 
riumhydroxyd versetzt. Zur Entfernung des Ammoniaks wurde im 
9* 
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Vakuum eingeengt und vom ausgefallenen Chromhydroxyd abfiltriey 
Der iiberschiissige Baryt wurde quantitativ mit 2n-Schwefelsiure gefijj; 


SchlieBlich wurde das Filtrat vom Bariumsulfat zum Sirup eingeengt yp; 
der Riickstand in das Pikrat iibergefiihrt; Ausbeute 16 mg. Nach 1 maligen 
Umkrystallisieren zersetzte sich das Pikrat bei 181° Es war noch nich 
vollkommen rein. Nach J. Kapfhammer und R. Eck’) liegt der Ze. 
setzungspunkt des Oxyprolinpikrats bei 188°, der des Prolinpikrats }g 
153—154°. 


Farbenreaktion auf Oxyprolin. Nach E. Waldschmidt-Leijt, 
und §. Akabori™) eignet sich die von K. Lang ™) angegebene Methog 
nur fiir die Bestimmung von Oxyprolin. Richteten wir uns genau nag 
den Angaben dieser Autoren, so war es nicht méglich im Clupein Oy. 
prolin nachzuweisen. Wie sie selbst hervorheben, geht die Oxydatin 
leicht zu weit, so daB kein Pyrrol mehr vorhanden ist. Diese Gefahr iy 
beim Clupein mit seinem geringen Gehalt an Oxyprolin besonders gro8 un 
es ist notwendig den Uberschu8 an Natriumhypochlorit vollstiindig 
entfernen. Dazu brauchten wir mindestens 10 cem der 10°/,igen Natrium. 
glutaminatlésung. An ihrer Stelle verwendeten wir auch mit gleichem Er. 
folg in einigen Versuchen 10 cem einer 7,5°/,igen Harnstofflésung. In 
einzelnen war die Ausfiihrung folgende. 10 g Clupeinmethylesterhydn. 
chlorid wurden mit Schwefelsiiure hydrolysiert, die Siure mit Baryt ent 
fernt und das Arginin als Flavianat gefillt. Aus dem Filtrat extrahierte 
wir die Flaviansiure mit Butylalkohol und engten die Lésung auf 5 ccm 
ein. Sie wurden mit 0,5 ccm einer 10°/,igen Sodalésung alkalisch gemacht 
und zur Oxydation 0,3 cem einer normalen Natriumhypochloritlésung unte 
Eiskiihlung zugegeben. Nach 3 Minuten wurde die Wirkung durch Zusat 
von 10 ccm einer 10°/,igen Natriumglutaminatlésung unterbrochen und das 
entstandene Pyrrol mit tiberhitztem Wasserdampf iiberdestilliert. Wir haben 
6 verschiedene Clupeinpriparate, die zu ganz verschiedenen Zeiten dar 
gestellt worden waren, nach diesem Verfahren untersucht und regelmiiig 
eine deutliche blaBrosa Farbe bekommen. Sie lieB sich aber nicht mehr 
colorimetrisch auswerten, da in diesen Konzentrationen die Farbenreaktio 
nicht mehr dem Beerschen Gesetz folgt. 


Formoltitration. Wir haben schon im allgemeinen Teil kurz er 
wihnt, daB wir bei der iiblichen Verwendung von n/10-Natronlauge keine 
nennenswerte Ausschlige bekommen haben, sondern erst mit n/50-Lauge 
500 mg Methylesterhydrochlorid C wurden in einem MeBkolben zu 50 cc 
gelést und 5 cem (=50 mg Ester) zur Titration verwendet. Zuniichst wurde 
2 Proben auf den ersten Umschlag von Neutralrot titriert und jedesmil 
0,49 cem n/50-NaOH verbraucht. Zwei weitere Proben wurden mit 0,5 cll 
neutralisiertem Formol versetzt und gegen Phenolphthalein titriert: 0,5 
0,860 cem n/50-Lauge. 0,37 cem sind die dem mit Formol titrierbaren Stick 
stoff aiquivalenten Mengen. Er betriigt somit 0,2585°/, bzw. 1,06°/, vou 
Gesamtstickstoff. Auf dieser Grundlage erhilt man ein Molekulargewitl! 
von 5410 unter der Voraussetzung, daf 80°/, des endstindigen Iminostick 
stoffs des Prolins formoltitrierbar sind. 


Von der Fraktion B stand nicht mehr geniigend Material zur Ver 
fiigung. 20mg der Fraktion A verbrauchten gegeniiber Neutralrot 0,4 
0,43 cem, gegeniiber Phenolphthalein 0,50, 0,48cem n/50-NaOH. Die Differet! 
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7 petriigt in diesem Fall 0,065 ccm, was 0,11°/, bzw. 0,49°/, Formol-N vom 
'Gesamt-N entspricht. In der Fraktion A, die nach ihrem Methoxylgehalt 
‘und ihrer Léslichkeit ein bedeutend kleineres Molekulargewicht haben muB, 
' scheint eine Verunreinigung vorzukommen, welche bei der Formoltitration 
 <tért. Auf dieselbe Ursache fithren wir auch ihren niedrigen Stickstoff- 
P gehalt zurtick. 

se 


aa 


Zusammenfassung. 
Clupein wurde nach einem etwas modifizierten Esterverfahren 


a bar -gestellt, das in der Hauptsache eine Fraktion mit dem Molekular- 
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§ cewicht 4470 fiir das freie Protamin und 5340 fiir das Methylester- 
hydrochlorid lhiefert. 


In dieser Fraktion wurden die Aminosiuren bestimmt und 


sauf Grund der Ergebnisse und friiherer Befunde eine Formel auf- 
F cestellt. 


Oxyprolin wurde von neuem als Baustein des Clupeins nach- 


F gewlesen. 
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Das Protamin der Regenbogenforelle. 
Von 


K. Felix und A. Mager. 


(Ausgefihrt mit Mitteln der Deutschen Forschungsgemeinschaft.) 


(Aus dem Institut fiir vegetative Physiologie der Universitat Frankfurt a. M.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 24. Juli 1937.) 


Im AnschluB an die Untersuchungen iiber das Schicksal de 
Protamins in der befruchteten Kizelle ') haben wir eine etwas griBer 
Menge Sperma der Regenbogenforelle (Trutta iridis) gesammelt un 
nach dem in der vorausgegangenen Mitteilung beschriebenen Verfab. 
ren aufgearbeitet und analysiert. Wir erhielten folgende Mittelwerts 


Gesamtstickstoff . . . . 22,3 °%, 

Desc » os BERRY 

Methoxyl _ oe le 

Arginin-stickstoff . . . . 86,95 ,, vom Gesamtstickstoff 
Monoaminosiiure-stickstoff 13,7 .,, ,, 
Alanin-stickstoff ... . 2,08,.  ,, 

Serin-stickstoff . . . . . 2,02,, 

Imino-stickstoff. . .-.. 6,11.,  ,, . 
Valin-stickstoff . . . .. 3,50,, ,, ‘ 


Hinsichtlich des Methoxylgehaltes und damit auch de 
Molekulargewichtes steht das Forellenprotamin, fiir das wir de 
Namen Iridin vorschlagen, dem Clupein A am niichsten. Das 
Molekulargewicht betrigt rund 1560. Auch der Gehalt an Alani 
und Serin ist von der gleichen GréBenordnung. Dagegen is 
der Gehalt an Chlor wesentlich niedriger und der an Imun- 
stickstoff wesentlich héher. Es ist ebenfalls noch ein Gemiscl 
aus mehreren Komponenten. Wegen Mangel an Material konnten 
wir die Zerlegung nicht durchfiihren. Der niedere Stickstoffgebal 
| spricht dafiir, daB auch hier noch eine schwer abzutrennente 
Begleitsubstanz vorkommt. 


Experimenteller Teil. 


Das Ausgangsmaterial wurde in einer Fischzuchtanstalt gesammelt 
Die laichreifen Milchner wurden direkt in ein GefaB mit Aceton ab 
gestrichen. Das Aceton wurde spiiter abgesaugt und der Filterriickstan’ 
in Wasser suspendiert und nach dem bekannten Esterverfahren weit! 
zerlegt. Aus etwa 400 ccm Forellensperma erhielten wir 1 g gereinigtes Pikrst 
und 425 mg Methylesterhydrochlorid. 
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Das Protamin der Regenbogenforelle. 


4 Gesamtstickstoff (Kjeldahl). 
Einwage 6,7 mg, gef. 1,49 mg N, 22,26°/, N 
16,0 3,55 22,18 
13,8 3,101 22,46 
Mittel = 22,30. 


Chlor (Carius). 
Einwage 12,05 mg, gef. 6,92 mg AgCl, 14,21 °/, Cl 
14,80 8,43 14,10 
Mittel = 14,15. 
Methoxyl (Preg]). 
Einwage 28,8 mg, gef. 4,35mgAgJ, 1,99°/, OCH, 
32,4 4,82 1,97 
Mittel = 1,98. 
Arginin (Kossel). 


Hydrol. 150 mg, gef. 253,1 mg Arg. flav. 86,8°/, vom Ges.-N. 
150 254,0 87,1 
Mittel = 86,95. 


Monoaminosiure-Gesamtstickstoff (Kjeldahl). 
2cem: 0,189, 0,185, 0,188, 0,184, 0,179, 0,179 mg N = 13,67. 


Aminostickstoff der Monoaminosiuren (van Slyke). 
20 cem: 1,088, 0,999 mg Amino-N = 7,6°/, vom Gesamt-N. Der Imino- 


stickstoff betriigt somit 6,11°/, vom Gesamt-N. 


Alanin (Firth). 


15 cem der Monoaminosiurefraktion (Gesamtvolumen 50 ccm) wurden 


: © desaminiert, auf 100 cem aufgefiillt und in 3mal je 20 cem die Milchsiure 
: bestimmt. Es wurden verbraucht: 1,18, 1,21, 1,17 ccm n/200 J = 2,08°/, 
| Alanin-N vom Gesamt-N. 


Serin (E. Fischer, O. Fiirth). 


15 cem der Monoaminosiurefraktion wurden erst reduziert, dann 


E  desaminiert und wieder auf 100 cem aufgefiillt. 20 cem verbrauchten : 
; ae 2,37, 2,80 cem n/200 J = 4,10°/, Gesamtalanin-N, 2,02°/, Serin-N vom 
FS — 


Fiir den Valin-N und eventuell andere Aminosiuren verbleiben noch 


| 350", vom Gesamt-N. 


Literatur. 
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Verbindungen des Clupeins 
mit einigen prosthetischen Gruppen. 
Von 
K. Felix und A. Mager. 
(Ausgefiihrt mit Mitteln der Deutschen Forschungsgemeinschaft.) 


(Aus dem Institut fiir vegetative Physiologie der Universitat Frankfurt a. M.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 24. Juli 1937.) 


Nach den Untersuchungen an Forelleneiern in den erste 
Entwicklungsstadien scheint das Protamin, welches bei der Be. 
fruchtung aufgenommen worden ist, nicht veriindert zu werden 
Ks wurde damals vermutet, da vielleicht seine Fahigkeit, mit 
anderen Eiweibkérpern und mit prosthetischen Gruppen der 
Proteide sich zu verbinden, fiir seine Aufgabe im Zellgeschehen 
von Bedeutung sein kénnte. Wir haben deswegen gepriift, wie 
sich das Clupein gegeniiber Kiweif und einigen bekannten 
prosthetischen Gruppen verhilt. 

Fiir diese Versuche beniitzten wir ein Praparat von Clupein- 
methylesterchlorhydrat C, dessen Darstellung und Higenschatten 
in der vorausgegangenen Mitteilung beschrieben sind. An reaktions- 
fihigen Gruppen besitzt es 22 Guanidinreste und mindestens 
3 Hydroxyle. Das Carboxyl ist durch die Veresterung aus 
geschaltet. Die Hydroxylgruppen kénnten an sich leicht ester- 
artige Bindungen eingehen, was aber bei dem einfachen Ver- 
mischen der Substanzen nicht geschehen wird. So wird de 
Reaktion des Clupeins mit prosthetischen Gruppen und Eiweib- 
kérpern ausschlieBlich von den Guanidinresten beherrscht; 6 
betatigt sich als mehrsiurige Base. 

Die Reaktion mit Eiwei8 untersuchten wir am Beispiel des 
Insulins, da es nach allen vorliegenden Arbeiten ein Protei 
sein mu. Wir empfingen die Anregung dazu aus der Mitteilung 
von H. C. Hagedorn, B. N. Jensen, N. B. Krarup und 
I.Wodstrup®), die bereits Insulinate von verschiedenen Protaminel 
dargestellt haben. Beim Vermischen der Lésungen von Insulit 
und Clupein trat nicht wie sonst bei EKiweiBkérpern ein Nieder- 
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B scl auf. Die Lésung, die ein p, von 2,5 hatte, blieb voll- 


‘kommen klar. Erst wenn die Reaktion durch Zutropfen eines 
D Phosphatpuifer von p,, 8,3 abgestumptt wurde, trat allmahlich 


» eine Triibung und schlieBlich ein Niederschlag auf. Die Triibung 
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begann bei p, 4,3. Von dieser Wasserstoffionenkonzentration ab 


| dissoziiert das Insulin, dessen isoelektrischer Punkt bei p,, 5,6 
" liegt, Carboxyle, die sich mit den Guanidingruppen des Clupeins 
| salzartig vereinigen kénnen. Fiir die Salzbildung spricht auch, 
-daf der Komplex frei von Chlor ist. Die Insulincarboxyle sind 
' an seine Stelle im Clupeinmethylesterhydrochlorid getreten. 


Nach dem Schwefelgehalt, der sich von 3,09 auf 2,83 er- 
niedrigt hat, haben sich die beiden Komponenten im Mol- 
verhiltnis 1:1 vereinigt. Das Insulin mu demnach mindestens 
22 Carboxyle besitzen. 

Die Wirksamkeit des Insulin-clupeins entsprach 12 I.E. pro mg. 


' Sie wird durch Verdauung mit aktiviertem Trypsin aufgehoben, 
'obwohl der Zuwachs an freien Carboxylen bei der Verdauung 
| geringer ist, als der Summe der Zunahmen bei der Verdauung 


jeder einzelnen Koniponente entspricht. Durch Pepsinsalzsiure 
wird das Insulin-clupein zwar nicht angegriffen, aber doch 
inaktiviert. 

Auch bei der Vereinigung des Clupeins mit den prosthetischen 
Gruppen mu die Salzbildung im Vordergrund stehen; denn sie 
sind vorwiegend Siiuren oder Ampholyte. Wir lieBen das Clupein 
mit folgenden Substanzen reagieren: Adenylsiure, Chlor-himuin, 


| Ham, Protoporphyrin, Lactoflavinphosphorsiiure und Ascorbin- 
' siure. Mit Ausnahme der letzteren sind es durchweg zweibasische 
: Siuren. Samtliche Vereinigungsprodukte waren frei von Chlor. 
' Auch hier ist also wieder die Salzsiiure durch die anderen Sauren 
_ verdringt worden. Mit der Adenylsiiure und den Blutfarbstofi- 
| derivaten vereinigt sich das Clupein in genau stéchiometrischem 
» Verhiltnis. Seine 22 Guanidine binden 11 Molekiile dieser zwei- 


basischen Siuren. Beim Lactoflavinphosphat konnten wir wegen 


_ Mangel an Material die entsprechenden Analysen nicht ausfiihren. 
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q Beachtung verdienen. Die Verbindungen des Clupeins mit den 


4 Die Bindung wird aber hier genau so verlaufen wie bei der 


Adenylsiiture. Kine Ausnahme macht die Ascorbinsiiure. Nach 


| der Titration soll sie eine einbasische Siure sein‘) Kin Mol 
4 Clupein bindet aber nur 10 Mol Ascorbinsiure. Auch dieses Salz 
Fist frei von Chlor. 


Kinzelne dieser Komplexe weisen Higenschaften auf, die 
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Blutfarbstofiderivaten haben ein Absorptionsspektrum, das dey 
der freien Farbstoffe sehr dhnlich ist. Nur beim Hamin-clupeiy 
weicht es ab. Wegen der Einzelheiten sei auf den experimentelley 
Teil verwiesen. Alle diese Farbstoffkomponenten sind sehr schwer 
léslich und kénnen ohne Zersetzung nicht wieder zerlegt werden, 
Das entspricht der Erfahrung, da8 auch die Salzsiure im Clupein. 
methylesterhydrochlorid nicht vollstiindig zu titrieren ist. Mit 
Ausnahme des Protoporphyrinderivates geben sie die Guajakreaktioy 
und besitzen eine Katalasewirkung, die viel stirker ist als die 
der Farbstottkomponente allein. Die verhialtnismiBig  geringe 
Menge Clupein, welche in den Komplexen vorhanden ist, geniig: 
also, diese Eigenschaft wesentlich zu verstiirken. | 

Nach den Arbeiten von W. v. Pantschenko und H. Kraut} 
scheint die Ascorbinsiure die aktive Gruppe der Leberesterase 
zu sein, Wir lieBen deshalb auch unseren Komplex auf Athyl- 
butyrat einwirken und konnten tatsiichlich eine Spaltung beob- 
achten, die zwar deutlich aber sehr gering ist. Ascorbinsiiure 
vermag fir sich allein den Ester ebenfalls etwas zu_spalten, 
Wieder wird die Wirkung durch das Clupein verstirkt. 

Das Lactoflavinphosphat des Clupeins fillt sofort in gelben 
Flocken aus, wenn die alkoholischen Liésungen der beiden Stoffe 
zusammen gegeben werden. Die wiBrige Lésung des Salzes 
fluoresziert nicht mehr. Seine Fermenteigenschaften priiften wir 
nach O. Warburg’) an Hexosemonophosphat in Gegenwart von 
Co- und Zwischenterment. In dem mit ihm angesetzten Versuch 
war der Sauerstofiverbrauch fast doppelt so groB als in dem 
Versuch mit Lactoflavinphosphorsiure allein. 

Die vorliegenden Versuche zeigen uns, wie die freien Guanidin- 
gruppen in den Proteinen sich bei der Bindung fremder saurer 
Stoffe und wahrscheinlich auch von Peptiden, Aminosiuren und 
Proteinen selbst betitigen kénnen. So diirften auch bei der 
Bindung der Farbstoffkomponente im Himoglobin die Guanidin- 
reste des Globins beteiligt sein. Kin Mindestmol des Himoglobins 
von 16660 enthalt 5 Argininreste*), die ausreichen wiirden. 
die beiden Propionsiuren der Farbstoffkomponente salzartig 2 
binden. Daneben mag natiirlich noch eine Bindung iiber das 
Eisenatom bestehen, wie meist angenommen wird. Ahnlich wird 
es bei andern Proteiden sein. Aber auch bei der Vereinigung 
mehrerer Peptidketten zu einem grofen Molekiil oder beim Aufbau 
eines EKiweiBes aus mehreren dissoziablen Komponenten kénnen 
solche Salzbindungen eine Rolle spielen. Es sei daran erinnert, 
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dab bei der Spaltung des Histons der Thymusdriise durch Pepsin- 
salzsiure insgesamt mehr basische, durch elektrometrische Titration 
erfaBbare Gruppen frei werden als Aminogruppen*). Da auch 
eine entsprechende Zahl saurer Gruppen titriert werden kann, 
dirfte es sich hier um salzartig gebundene Guanidinreste handeln. 

Die Verstarkung, welche die Wirkung aktiver Gruppen von 
Fermenten durch Vereinigung mit Clupein in den Versuchen 
erfahren hat, deutet darauf hin, daB die wesentliche Wirkung 
eines Fermentes (Dehydrase, Katalase, Esterase) von der aktiven 
Gruppe abhangt. Vielleicht darf man schon weiter, mit einem 
gewissen Vorbehalt, schlieBen, daB in der Zelle nicht jedes Ferment 
seinen eigenen kolloiden Trager besitzt, sondern nur einer oder 
ganz wenige vorkommen, die nach Bedarf zwischen den aktiven 
Gruppen ausgetauscht werden; dahnlich dem Komplement des 
Serums, das je nach dem Ambozeptor, mit dem es ausgeriistet 
wird, verschiedene Immunreaktionen vollfiihrt. Die spezielle 
Substratspezifitit kann natiirlich durch feinere strukturelle Be- 
sonderheiten des kolloiden Trigers bedingt sein ?°). 


Experimenteller Teil. 


Insulin-clupein. Das uns von den Héchster Farbwerken in dankens- 
werter Weise zur Verfiigung gestellte Insulinpriparat hatte einen Reinheits- 
grad, der praktisch dem des krystallisierten gleichkam. Es enthielt pro mg 
20 internationale Einheiten, 15,25 °/, Stickstoff und 3,09 °/, Schwefel. 1g Insulin 
und 1 g Clupeinmethylesterhydrochlorid C wurden in je 15 ccm Wasser 
gelést und gemischt. Die Mischung war vollkommen klar und hatte ein py 
von 2,5. Beim allmihlichen Zusatz einer m/5-Phosphatpufferlésung von 
Py 8,33 begann sie sich von p,;, 4,3 weg immer stirker zu triiben. SchlieBlich 
schied sich ein Niederschlag ab. Wir gaben so lange Phosphat zu, bis in 
einer abzentrifugierten Probe n/10-Natronlauge keinen Niederschlag mehr 
erzeugte. Der Niederschlag wurde abzentrifugiert, mit Wasser phosphatfrei 
gewaschen und mit Aceton und Ather getrocknet. 

Nachdem er im Vakuum iiber Calciumchlorid nachgetrocknet war, 
bildete er ein vollkommen weifes Pulver, das in allen organischen Liésungs- 
mitteln unléslich ist. Es lést sich dagegen leicht in verdiinnten Siuren 
einschlieBlich Essigsiure, wahrscheinlich unter gleichzeitiger Zerlegung in 
die Komponenten. 

Das Molverhiltnis von Clupein zu Insulin ergibt sich aus dem 
Schwefelgehalt. 

Einwage 16,58 mg gef. 3,438 mg BaSO, = 2,83°/, S. 

Unter der Voraussetzung, daB sich 1 Mol Insulin (35100) mit 1 Mol 
Clupein vereinigt, berechnet sich der Schwefelgehalt auf 2,87°/,. 

1 mg Insulin-clupein enthdlt noch 12 internationale Einheiten nach der 
Priifung im Tierversuch. Fiir die Priifungen sind wir Herrn Dr. Bockmih|l 
in Hoechst zu groBem Dank verpflichtet. 
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Tryptische Verdauung: 200 mg Insulin-clupein (= 182,5 mg Insuliy 
bzw. 3651,6 I. E.) wurden im MeBkolben von 35 cem in 10 cem Wassgey 
suspendiert und mit 6 cem m/15-Phosphatpuffer von py 8,2 gemischt, 
Dazu wurden 62 mg Trypsin, die mit 20 mg Enterokinase*) aktivier 
worden waren, in 10 ccm Wasser gelést zugesetzt. Darauf wurde zur Marke 
aufgefiillt. Die Mischung wurde mit einigen Tropfen Toluol konservier 
und in einen Thermostaten von 37,5° gehiingt. Nach etwa einer halben Stunde 
war das Insulin-clupein vollstiindig gelést. Nach 24 Stunden haben wir 
die Verdauung abgebrochen, das Ferment bei 85° inaktiviert. Der Aciditits. 
zuwachs betrug 1,039 cem n/20-KOH fiir 35 ccm der Verdauungsmischung, 
200 mg Clupein hiitten fiir sich allein verdaut einen Acidititszuwachs von 
1,62 cem ergeben. Von den 3651 I. E. lieB sich im Tierversuch nur noch 
eine nachweisen. 

Peptischer Abbau: 200 mg Insulin-clupein wurden in 10 cem n/10- 
Salzsiiure klar gelést, mit 20 mg Pepsin versetzt, auf 35 ccm aufgefiillt 
und zur Konservierung Toluol zugegeben. Das py der Mischung lag bei 1,68, 

Den Fortgang der Spaltung verfolgten wir an der Zunahme des mit 
salpetriger Sdure reagierenden Stickstoffs. 2 ccm gleich nach der Mischung 
entnommen entwickelten 1,53 ecem N, und nach 10 Stunden entnommen 
1,50 cem Ny. Es ist also keine Spaltung eingetreten. Trotzdem hatte das 
Produkt keine Wirkung mehr auf den Blutzucker. 

Eine Probe Insulin-clupein haben wir noch mit Methylalkoho] und 
Salzsiiure verestert in der Erwartung, es auf diese Weise gegen die Ver- 
dauungsfermente zu schiitzen. Nach der Einwirkung von aktiviertem Trypsin 
auf 200 mg des veresterten Produktes war zwar der Acidititszuwachs 
geringer (0,86 ccm n/20-KOH) als beim unverinderten Insulin-clupein. 
Die Wirksamkeit war jedoch vollkommen zerstért. 


Clupein-adenosinphosphat. Zur Darstellung dieses Salzes lésten wir 
1 g getrocknete Adenylsiure, die nach Embden aus Kaninchenmuskulatur 
gewonnen worden war, in 50 ccm 60°/, Methylalkohol und versetzten sie 
mit einer neutralisierten Liésung von 1 g Clupeinmethylesterhydrochlorid 
in 35 cem absolutem Alkohol. Es fiel sofort ein leicht gelblich gefiirbtes 
Produkt aus, das abzentrifugiert, 3mal mit absolutem Athylalkohol gewaschen 
und schlieBlich getrocknet wurde. Ausbeute 1,65 g. 

Auch im trockenen Zustand ist die Verbindung etwas gelblich gefiirbt. 
Sie lést sich leicht in allen wiBrigen Lésungsmitteln. 

Zur Berechnung des Molverhiltnisses haben wir in dem Komples 
das Arginin bestimmt. 

150 mg gaben 175,0, 169,9 mg Argininflavianat. Das sind im Mittel 
40,87 °/, Arginin. 

Durch die Verbindung mit der Adenylsiure erhéht sich das Molekular- 
gewicht auf 8320. Davon entfallen auf die Adenylsiure allein 3850, das 
sind 11,09 Mol. Dafiir betrigt der errechnete Arginingehalt 40,80°/,. 


Hamin-clupein. Chlor-himin haben wir in bekannter Weise aus 
Rinderblut dargestellt: 


Ber. Fe 8,57 Cl 5,46 Gef. Fe 8,39 Cl 5,42. 


*) Wir verdanken die Trockenpriiparate von Trypsin und Enterokinase 
dem liebenswtirdigen Entgegenkommen der Kali-Chemie A.-G. Berlin. 
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1g reines Chlor-himin wurde in 20 ccm 20°/, Sodalésung gelést und 
filtriert. 1 g Clupeinesterhydrochlorid wurden in 25 cem Wasser gelést und 
mit 5°/, Sodalésung neutralisiert. Bei der Vereinigung der beiden Lésungen 
fel sofort ein dunkler griinlicher Niederschlag aus, der beim Abzentrifugieren 
eine vollkommen klare Lésung hinterlieB. Das Himin ist also durch das 
Clupein quantitativ gefallt worden. Der Niederschlag wurde 2mal mit 
Aceton und Ather gewaschen und getrocknet. Ausbeute 1,58 g. 

Die griinschwarze Verbindung ist vollkommen frei von Halogen, 
unléslich in Wasser, Aceton, Alkohol, verdiinnten Alkalien und Siiuren. 


' Sie lést sich sehr gut in Eisessig, weniger gut in Pyridin. 


Eine Pyridinlésung zeigte einen sehr intensiven Absorptionsstreifen 
bei 553,83 —561,6 mu, einen schwachen bei 523,1—532,2 mu; Spaltbreite0,02 mm, 
Eine Lésung von Chlorhimin in Pyridin hatte 3 Streifen: 
1. 519,8—541,1 my sehr intensiv, 
2. 555,3—568,2 mu schwach, 
3. 624,7—647,4 mu. 
Eisenbestimmung: 100 mg gaben 7,40, 7,31 mg Fe,O, = 5,14°/, Fe. 
Ber. Fe 5,36 (fiir 11:1). 
Danach haben sich 11 Molekiile Hiimin mit 1 Molekiil Clupein ver- 
einigt. 
- Hiimin-clupein gikt die Guajakreaktion und hat auBerdem Katalase- 
eigenschaften, die stiirker sind als beim Chlor-hiimin selbst. Wir haben 


iquivalente Mengen von beiden auf 3°/,iges Wasserstoffsuperoxyd einwirken 
lassen und folgende Sauerstoffentwicklung erhalten: 











seals Chlor-himin Hiimin-clupein 
Zeit 100 mg = 8,57 mg Fe 166,6 mg = 8,57 mg Fe 
Minuten eem QO, eem O, 
0 0,0 0,0 
5 2.2 28,5 
10 5,9 44,2 
15 11,6 62.3 
20 17,1 89,4 
25 21,2 102,9 
30 24,9 117,3 
35 28,1 129,0 
40 31,2 136,5 
45 34,5 143,6 
60 41,9 195,1 








Ham-clupein. 0,5 g Chlor-himin wurden zur Reduktion in 15 cem 
einer 10°/, Lésung von Natriumhyposulfit (Na,S,0,) aufgelést, filtriert und 
mit einer neutralisierten Clupeinlésung versetzt. Das Kupplungsprodukt 
fiel wieder sofort aus und war tiefbraun gefirbt. Die iiberstehende Fliissigkeit 
war nach dem Zentrifugieren wasserhell. Der Niederschlag wurde in be- 
kannter Weise mit Aceton und Ather getrocknet. Ausbeute 756 mg. 

Das Him-clupein ist ebenfalls frei von Halogen und noch schwerer 
lislich als das Himin-clupein. Es lést sich nur in starker Essigsiiure. 
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Absorptionsspektrum des Hiim-clupeins in essigsaurer Lisung. 
1, 627,5—651,2; 2. 588,4—552,9; 3. 490,7—520,9 mu. 

Absorptionsspektrum des Hiims in essigsaurer Lésung: 1. 635,3—643.8. 
2. 535,9—547,8; 8. 498,5—512,4 mp. 

Eisenbestimmung: Einwage 60,9 mg, gef. 4,51 mg Fe,O, 
79,8 6,01 
Mittel: 5,22°/, Fe. 

Danach betrigt das Molverhiiltnis von Clupein zu Hiim 1:11; be. 

rechneter Eisengehalt 5,36 °/). 


Protoporphyrin-clupein. Das Protoporphyrin wurde aus Chior. 
hiimin tiber Himochromogen nach H. Fischer dargestellt*). Aus 1 ¢ Chior. 
hiimin erhielten wir 650 mg Rohprotoporphyrin, das wir ohne weitere Un. 
krystallisation verwendeten. 500 mg desselben wurden in 35 cem Wasser 
suspendiert und durch Zugabe von 2—3 Tropfen n-NaOH gelést und filtriert, 
Das Filtrat wurde mit 500 mg Clupeinesterhydrochlorid, die in 20 cem Wasser 
gelést und mit n/10-Natronlauge neutralisiert waren, versetzt. Es entstand 
sofort eine kakaobraune voluminése Fiillung. Die iiberstehende Fliissigkeit 
war wieder wasserklar. Nach 1 Stunde wurde der Niederschlag abzentri- 
fugiert, die letzten Reste des iiberschiissigen Protamins durch 2maliges Aus- 
waschen mit Wasser beseitigt und der Niederschlag getrocknet. Ausbeute 
810 mg. Abgesehen von der Farbe verhilt es sich ganz ihnlich wie das 
Hamin-clupein, besitzt aber keine Katalasewirkung. 

Absorptionsspektrum des Protoporphyrins in essigsaurer Lésung: 
1. 626,6—636,9; 2. 581,3—591,7 mu. 

Absorptionsspektrum des Protoporphyrin-clupeins in essigsaurer Lisung: 
1. 625,9—632,7 schwach; 2. 579,1—571,2 mw stirker. 

Argininbestimmung: 100 mg gaben 31,11, 30,62 mg Argininflavianat: 
= 30,86°/, Arginin. 

Danach betriigt wieder das Molverhiltnis der beiden Komponenten 
Clupein zu Protoporphyrin 1:11; berechneter Arginingehalt 31,30°/,. 


Clupein-ascorbinat. 500 mg reinste Ascorbinsiiure (Merck) wurden 
in 15 ecem 96°/, Methylalkohol gelést, sofort in Eis gekiihlt und die Luft 
iiber der Fliissigkeit durch Stickstoff ersetzt. Auf Zusatz einer neutralisierten 
Clupeinlésung schied sich sofort ein weiber Niederschlag ab, der sich aber 
schon nach ganz kurzer Zeit gelblich verfirbte. Er wurde abzentrifugiert, 
gewaschen und getrocknet. Ausbeute 1,38 g. 

Clupein-ascorbinat lést sich leicht in Wasser und allen wiBrigen Medien, 
schwer in Methylalkohol, Athylalkohol, Aceton und Ather. 

Stickstoffbestimmung: Einwage 50,65 mg _ gef. 10,04 mg N, 

43,60 8,68 
Mittel: 19,879/, N. 

Danach betrigt das Molekulargewicht 6241 und fallen auf die Ascorbin- 
siure 1771: das sind 10,06 Mol. Ascorbinsiure hat sich also mit dem Clupein 
im Verhiltnis 10:1 vereinigt. Der daraus berechnete Stickstoffgehalt 
betriigt 19,95°,. 

Priifung auf Esterasewirkung: 100 mg Clupein-ascorbinat wurden in 
20 eem Wasser gelést, mit 5 cem frisch destilliertem Methylbutyrat versetzt 
und in einen Thermostaten von 37,5° gebracht. In Zwischenrfiumen von 
je 2 Stunden wurden 3 cem entnommen und mit alkoholischer n/20-Kalilauze 
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4 titriert. Gleichzeitig wurde ein Leerversuch mit der diquivalenten Menge 
' Ascorbinsiure allein (29,1 mg) angesetzt. 








Zeit Hauptversuch | Leerversuch 
Stunden Verbrauch an cem n/20-KOH pro 3 ecm 
0 1,98 | 2,18 

1,99 2,18 

2 2,05 2,19 
2,06 2,20 

‘ 2,20 2,24 
2,22 2.23 

OL i 
Zunahme: | 0,26 0,08 


Clupein-lactoflavin-phosphat. Die Lactoflavinphosphorsiure stellte 


| uns fiir diese Versuche Professor Hérlein-Elberfeld zu Verfiigung. Wir 
' méchten ihm auch an dieser Stelle fiir sein Entgegenkommen danken. 
_ Es war eine Lésung, die pro cem 1 mg enthielt. 2 cem wurden mit 10 ccm 
q Athylalkohol verdiinnt und zu einer dthylalkoholischen neutralisierten 
' Clupeinlésung gegeben. Das ausgefallene gelbe Reaktionsprodukt wurde 
4 abzentrifugiert, 2mal mit absolutem Athylalkohol gewaschen, mit Aceton 
' und Ather getrocknet. Ausbeute 12 mg. 


Das Clupein-lactoflavin-phosphat ist eine zitronengelbe Substanz, die 


1 sich leicht in Wasser lést. Die wiBrige Lésung fluoresziert nicht mehr. 
- Wegen Mangel an Material konnte das moleKulare Verhiltnis der beiden 
_ Komponenten nicht bestimmt werden. 


Im sichtbaren Teil des Spektrums besitzt es eine schwache Absorptions- 


F linie bei 455,3—462,3 mu. 


Zur Priifung seiner Fermenteigenschaften lieBen wir es in Gegenwart 
himolysierter Pferdeblutkérperchen auf Hexosemonophosphat einwirken. 


' Die roten Blutkérperchen aus 1 Liter Pferdeblut wurden abzentrifugiert 
_ und 8mal mit physiologischer Kochsalzlésung gewaschen, scharf abzentri- 
| fugiert und mit 20 cem Wasser hiimolysiert. In dieser Lésung ist das 
' Co- und Zwischenferment enthalten. Wir setzten drei verschiedene Ver- 
| suche an und maBen den Sauerstoftverbrauch. Wie sich aus der folgenden 
_ Zusammenstellung ergibt, ist er in Gegenwart von Clupein-lactoflavin-phosphat 


fast doppelt so groB als in Gegenwart von Lactoflavinphosphat allein. 

















Gefib I GefiB IT GefaB III 
| Pferdeblutkérper . . . 3,0 ecm 3,0 cem 3,0 eem 
| Lactoflavinphosphat. . — 2,0 ccm as 
| Clupeinlactoflavinph. . — — 2,0 ecm 
ih eee 2,0 eem — — 
' Hexosemonophosphat . 1,0 eem 1,0 eem 1,0 cem 
Zeit: Minuten eem O, eem O, ecm O, 

0 0,0 0,0 0,0 

25 16,65 28,0 49,7 

a0 23,70 47,6 83,9 
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K. Felix und A. Mager, Verbindungen des Clupeins usw. 


Zusammenfassung. 


Clupein verbindet sich mit Insulin und sauren prosthetischey 
Gruppen in stéchiometrischem Verhiiltnis. Einige dieser Komplexe 


haben fermentiihnliche EKigenschaften. 
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Uber die fermentative Bildung von Benzamid 
und Hippursdure*) 


Von 
Heinrich Waelsch und Andreas Busztin. 
Mit 3 Figuren im Text. 


(Aus dem Medizinisch-chemischen Institut der Deutschen Universitat in Prag.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 28. Juli 1937.) 


Vor kurzem konnte gezeigt werden, daB zu Nierenbrei (Pferd) 
oder zu Glycerinextrakt von Pferdeniere zugesetzte Benzoesiure 
auf fermentativem Wege in eine Verbindung iiberfiihrt wird, die 
mit den Methoden, die zur Bestimmung der freien oder in Hs. 
vebundenen Bs. ausreichen, nicht mehr als Bs. erfaBt werden kann’). 
So wurden bei Zusatz von 10 mg Bs. zu 25 g Nierenbrei bis 
i0°/, in 8 Stunden umgebaut. Zur Bestimmung der freien Bs., 


@ we auch der Bs., die mit alkalischer Hydrolyse aus Hs. in Frei- 





heit gesetzt wurde, bedienten wir uns der durch genaue Beachtung 
itrer zeitlichen Abhingigkeit quantitativ gestalteten Mohlerschen 
Farbreaktion, nach Extraktion der Bs. mit Petrolither aus dem 
angesiuerten Hydrolysat. Die zur Aufklirung des gefundenen 
Umbaus der Bs. erwiinschten Reihenuntersuchungen machten den 
Ersatz der colorimetrischen Methode durch eine einfachere Be- 
stimmungsmethode notwendig. Diese fanden wir nach Abanderungen 
in der von Folin und Flanders?) angegebenen Titration der 
Bs, im Extraktionsmittel mit Alkalialkoholat. Nach genauer Fest- 
leeung der fiir die Titration der Bs. in Petrolitherausziigen not- 
wendigen Bedingungen wurde nun mit der colorimetrischen und 
mit der titrimetrischen Methode der Umbau der Bs. in Nierenbrei 
verfolet und gut iibereinstimmende Ergebnisse erhalten, so dab 
dazu iibergegangen werden konnte, anstatt durch Erfassung des 
aromatischen Ringes, den Umbau der Bs. titrimetrisch zu verfolgen. 


_ *) Bs. = Benzoesiiure. Hs. = Hippursiiure. Bd. = Benzamid. Bs¢ = 
eile Benzoesiure. Bsus = Benzoesiiure aus Hippursiiure. Bsr+Hs = freie 
Benzoesiure und Benzoesiure aus Hippursiure. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCXLIX. 10 
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In der friiheren Mitteilung hatten wir anlaBlich des Bs. 
defizits die Vermutung geiiuBert, dai das fermentative Umbau. 
produkt der Bs. eine der Oxybenzoesduren sein kénute, die alle 
drei die Mohlersche Farbreaktion nicht geben. 

Ausgedehnte Versuche unter Zuhilfenahme der Diazo-Reaktion 
nach Koessler und Hanke’), mit Wasserdampf fliichtige oder 
nicht fliichtige Oxyverbindungen zu isolieren, verliefen ergebnislos, 

Hingegen wurde bei Untersuchung der Atherextrakte alkali- 
sierter Ansiitze Bd. als Produkt des Bs.-umbaus nachgewiesen, 
Die zu Nierenbrei oder Glycerinextrakt aus Pferdeniere zugesetzte 
Benzoesadure wird als freie Benzoeséiure, Hippursiure 
und als Benzamid wiedergefunden, wobei nach unseren Bilanz- 
versuchen mit Riicksicht auf die angewandte Methodik, die zu. 
gesetzte Bs. sich auf diese drei Fraktionen anscheinend vollkommen 
aufteilen 1aBt. Im dieser Untersuchung wird der Nachweis eines 
Bd. synthetisierenden und spaltenden Ferments, fiir welches wir 
den Namen Benzamidase gewihlt haben, und auBerdem des 
Hs. bildenden und spaltenden Ferments gefiihrt. AuBerdem wurden 
die Wirkungsbedingungen und die Verteilung der Benzamidase 


analysiert. ; 
Bestimmungsmethoden. 


Bestimmung der freien und gebundenen Benzoesaure. 


Wie schon erwihnt, haben wir den gré8ten Teil der in dieser Arbeit 
wiedergegebenen Versuche mit einer Modifikation der Folin-Flandersschen 
Methode ausgefiihrt, da wir uns iiberzeugten, daB die colorimetrisch er- 
mittelten Werte in guter Ubereinstimmung mit titrimetrisch bestimmten 
standen. Folin-Flanders extrahieren die Benzoesiiure aus dem Harn nach 
Hydrolyse mit Chloroform und waschen den Extrakt mit salzsaurer ge- 
siittigter Kochsalzlésung. In den gewaschenen Chloroformlésungen wird die 
Bs. mit Natriumithylat gegen Phenolphthalein titriert. Kontrollversuche mit 
Lésungen yon bekanntem Benzoesiuregehalt ergaben bei Verwendung der 
salzsauren Waschflissigkeit durchwegs zu hohe Werte. Brauchbare Werte 
erhielten wir erst bei Verwendung von Petrolither als Extraktionsmittel 
und einer Waschfliissigkeit von gesittigter Natriumsulfatlésung, angesduer! 
mit Schwefelsiiure (0,5 ecem konzentrierter H,SO, auf 100 cem gesiittigter 
Lisung). Da nach Waschen mit jeder Waschfliissigkeit das Extraktionsmittel 
mit Wasser nachgewaschen werden mu8, gingen wir schlieBlich dazu iiber, 
die Extrakte nurmehr mit wenig Wasser zu waschen. Der Petrolither, det 
schon Bunge und Schmiedeberg‘), Jaarsfeld und Stokvis®) wé 
Wiechowski®) u. a. zur Extraktion der Bs. gedient hat, setzt der Titration 
der Siure mit Athylat keine Schwierigkeiten entgegen (vgl. unten) und hat 
vor dem Chloroform den Vorzug gréBerer Elektivitit”**). Wegen seine! 
Fliichtigkeit ist er dem Toluol®) vorzuziehen. Die Titration erfolgt mit n/00 
Natriumithylat gegen Phenolphthalein unter stindigem Schiitteln (2 Phasen. 
Das Athylat wird gegen waBrige HCl gestellt. 
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Als Beleg fiir die Brauchbarkeit der Methode geben wir in Tab. I 
die Werte wieder, die bei wiBrigen Natriumbenzoatlésungen von bekanntem 
Gehalt nach Ansiuern mit Schwefelsiure, Ausschiitteln und Titration er- 
halten werden. Es wurde 6 mal mit Petrolither ausgeschiittelt. 





Tabelle I. 


mene 

















, ecm n/50 mg Benzoesiiure 7 
Bestimmun . Fehler ° 
id Athylatverbrauch Ber. |  Gef. f 
1 8,56 20,5 | 20,9 2 
2 18,71 83,6 | 38,5 0,3 
3 10,05 24,5 | 24,5 0 
4 8,55 20,8 | 20,9 0,5 











Die Bestimmung der als Hs. gebundenen Benzoesiure kann verschieden 
ausgefiihrt werden. Die freie Bs. kann aus dem angesiuerten Ansatz 
durch Petrolither, und dann nachtriglich die Hs. durch Ather ausgezogen 
werden. In der Mehrzahl der Versuche, in welchen auf direkte Bestimmung 
der Bd.-fraktion verzichtet wurde, wurde nach Entfernung der freien Bs. 
die Bsas durch alkalische Hydrolyse des Ansatzes und Ausschiittelung der 
Bsys nach Anséuern bestimmt. Allerdings wird bei der Hydrolyse der 
Hippursiure ein Teil des Bd, mitgespalten und zwar nach Hydrolysendauer 
und Laugenkonzentration in verschiedenem MaBe (vgl. unten). Dadurch sind 
alle Angaben tiber Bst+Hs durch die zusitzlich aus Bd. abgespaltenen Bs. 
etwas zu hoch. Diese Erhéhung der Bs.-Werte aus den beiden Fraktionen 
fillt dann weg, wenn das Bd. vor der Hydrolyse aus dem Ansatz entfernt 
wurde. Es kann auch die freie Bs. und Hs. aus dem angesiiuerten Ansatz 
mit Ather ausgezogen werden und nachher im Abdampfriickstand durch 
Auskochen mit Petrolither die Bsr entfernt und die Hs. mit Lauge hydro- 
lysiert und wie oben als Bs. bestimmt werden. Wie wir schon ausgefiihrt 
haben, ist bei direkter Hydrolyse des Ansatzes ein Fehler im Sinne einer 
Mit-Hydrolyse des Bd. zu erwarten. 

Wesentlich war die Abgrenzung der zur Hydrolyse von Bd. und Hs. 
notwendigen Laugenkonzentration und Hydrolysenzeiten. In Tab. II sind 
die Ergebnisse wiedergegeben, die bei der Hydrolyse Hs. und Bd. allein 
oder von Hs. und Bd. zusammen erhalten wurden (Stab 2 und 8, Zusatz von 
Hs. oder Bd.; Stab 4 Vol. der Lsg., Stab 5 Normalitiét an NaOH; Stab 6 
Hydrolysendauer; Stab 7 gef. Bs.; Stab 8 gef. °/, Bs.). 

Die Versuche (1—6) zeigen, daB eine istiindige Hydrolyse der Hs. 
mit 2n-NaOH vollkommen ausreichend ist (vgl. Lit. »*® 1-16), Hingegen 
mu8 zur vollkommenen Hydrolyse von Bd. mit 2n-NaOH 8 Stunden 
hydrolysiert werden (17—20). Bei Versuch 7 u. 8 ist trotz Eindampfen 
der Lésung auf 1/, wihrend der Hydrolyse das Bd. nur zur Hialfte ge- 
spalten. Die Versuche 9—13 zeigen die teilweise Hydrolyse von Bd. in 
Hs.Bd.-gemischen, wobei eine 100°/,ige Hs.-hydrolyse mit Berechtigung 
ugenommen werden konnte. Die Anwesenheit von Glycerin in der 
Hydrolysenfliissigkeit hemmt die Bd.-hydrolyse weitgehend (14—16). Die 
in diesen Versuchen verwendeten Hs.- und Bd.-mengen waren ungefihr 
das 5fache der maximal in unseren Ansitzen zu erwartenden Mengen, so 
dab sie fiir diese ihre Giiltigkeit bewahren. 

10* 
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Wir haben immer darauf verzichtet das Bd. im Ansatz zu bestimmen, 
gondern haben es aus dem ammoniakalischen Ansatz mit Ather ausgeschiittelt, 
und dann im mit Lauge alkalisierten Ansatz die Hs.-Fraktion hydrolysiert, 
in der sich die freie und die aus Hs, entstandene Bs. befand. Nach Ent- 
' fernung des Athers tiber 2n-NaOH wurde das Bd. hydrolysiert und in der 
iblichen Weise die Bs. bestimmt. Tab. III gibt die Versuche, die zur Fest- 
sellung der giinstigsten Alkalititsverhiiltnisse des Ansatzes zur Extraktion 
des Bd. vorgenommen wurden, wieder. 


Tabelle ILL. 
Ausschiittung von Benzamid aus wiBriger Lisung. 

Ansatz 50mg Bd. in 60ccm. Nach Zusatz von Lauge bzw. NH, 
vgl. Tabelle) mit Ather ausgeschiittelt. Ather abgedunstet, Riickstand mit 
50eem 2n-NaOH 8 Stunden hydrolysiert. Benzoesiurebestimmung wie 
iiblich. 





: Normalitiit ‘ Normalitiit \ 
p Vers} der Ver- ret. a Ver- der Ver- Gef. "le 
such} suchslésung | Bs. such | suchslésung Bs. 
1 n-NH, 36,1 71 10 n-NaOH 33,7 67 
2 . 32,0 | 68 11 . 39,1 | 77 
2: oe 40,9- | 81 12 e 4 46,1 | 91 
i4.& « 39,7 | 79 13 10 ,, 49,4 | 98 
5 SD 43,2 86 14 10 ‘i 49,4 98 
6i 5 , 45,1 | 90 15 47,0 | 93 
1 . 35,5 | 70 16 8 48.0 | 95 
8 - « 40,2 79 17 10 . 50,0 99 
be Ss 43,2 | 85 tw 48,0 | 95 


























Die Ausitherung des Bd. aus den Ansiitzen libt sich also nur 
shwierig quantitativ gestalten. Auch in Atherextrakten, die bei schwefel- 
suuren Ansiitzen zur Gewinnung der Hs. hergestellt wurden, gehen bis 
10°), des Bd. hinein. So ist es auch erklirlich, da8 Cohn’), der als 
ester, und so weit wir wissen, als einziger das Bd. nach Bs.-gaben aus 
dem Hundeharn isolierte, es in der saueren Ausschiittelung also der Hs.- 
fraktion auffand. Zu annihernd quantitativem Ergebnis gelangt man bei 
Ausitherung aus Lésungen von 10n-NaOH. Dies kommt fiir praktische 
Zwecke nicht in Frage, es ist auch nicht méglich, die auf 5fache Normalitiit 
an NaOH gebrachten glycerinhaltigen Ansiitze mit Ather auszuschiitteln, 
da sich hier auch gegen langes Zentrifugieren stabile Emulsionen bilden. 
Hingegen gelingt es mit glycerinhaltigen Lésungen bei einem Gehalt von 
)u-NH, befriedigende Ergebnisse und eine fiir Reihenversuche brauch- 
bare Methodik zu erhalten. Alle iitherischen Ausziige, ob sie nun die Hs.- 
fraktion oder die Bd.-fraktion enthalten, werden iiber 2n-NaOH vom Ather 
befrett und dann bei Vorliegen von Hs. 1 Stunde, bei Bd. 8 Stunden 
hydrolysiert. Besonders klar zeigt folgender, hier wiedergegebener Ver- 
such, daB aus sauren Lésungen auch Bd., und aus ammoniakalischen das 
Bd. nicht ohne Verlust ausgeiithert wird. Wurde zuerst aus saurer Lésung 
iusgeschiittelt, dann wurde um 10 °/, mehr Bs. in der Hs.-fraktion gefunden, 
hingegen im auf Bs. verarbeiteten Ansatz nach Hydrolyse des Bd. um 10°, 
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zu wenig ([Va). Wurde zuerst aus ammoniakalischer Lésung und dan) 
aus saurer ausgedthert, blieb anscheinend auch 10°/, des Bd. in der wiifrigey 
Phase zuriick (IVb). Allerdings kann der Fehler, der durch dieses Verhaltey 
des Bd. hervorgerufen wird und 15°/, des Wertes nicht iibersteigen diirfte. 
die Deutung der Ergebnisse nicht beeinflussen. 


Tabelle IV. 
Ausschittelung von Bd. und Hs. aus Bd.—Hs.-lésung. 
Ansatz 73,4 mg Hs. = 50 mg Bs. und 50 mg Bd. 























Normalitit Gef. mg Bs. in Gef. 
Versuch | der Versuchs- —___________________|Gesamt| 4, 
lésung Hs. *, | Bd. | "I mg Bs. 

a) 1 2 n-H,SO, 55,2 | 110 99,6 99° 
2 Hydrolyse 44,4 88 
3 2 n-H,SO, 54,7 | 109 99,8 99 
4 Hydrolyse | 45,1 90 

b) 1 5 n-NH, | 44 | 88 
2 2 n-H,SO, 49,0 98 93,0 93 
3 5 n-NH, | 45,0 89 
4 2 n-H,SO, 49,0 98 94,0 94 








Versuchsansatz und Gang der Bestimmung: 20 cen 
Glycerinextrakt (Darstellung der Glycerinextrakte vgl. unter Ver. 
suche A). 1 ccm Na-benzoat (1°/, oder 1,5°/, als Bs.). 29 ccm 
H,O, 10 com m/5 Puffer nach Sérensen werden ohne Zusati 
eines bactericiden Stoffes die angegebene Versuchszeit im Ther- 
mostaten bei 37° gehalten. 

a) 1. Bestimmung der freien Bs. (Bs). Zusatz von 24 com 
25°/,iger H,SO,, 8mal Ausschiitteln mit je 30 ccm Petroliither, 
vereinigte Petrolaitherausziige 2mal mit je 30 ccm Wasser ge- 
waschen, dann 3mal durch doppelte, trockene Filter gegossen, 
die Filter mit Petrolather nachgewaschen. Titration nach Zusati 
von 2—3 Tropfen alkoholischer Phenolphthaleinlésung. 

2. Bestimmung der in Hs. gebundenen Bs. (Bsg,). Nath 
Kixtraktion der freien Bs. Zusatz von 33°/,iger NaOH bis 1 
2n-NaOH, Hydrolyse 1 Stunde leichtes Sieden, Kihltrichter, wm 
Kinengen zu vermeiden. Ansiuern mit 25°/,iger H,SO, auf 21 
Ausschiitteln der Bs., wie oben. 

b) Bestimmung der freien und als Hs. gebundenen Bs 


(Bsr,ns). Hydrolyse mit Lauge, wie bei Bestimmung der tJ 


bundenen Bs. ohne Entfernung der freien Bs. 
3. Bestimmung des Bd. und der Bs;,y,. Ansatz mit kor- 
zentriertem NH, auf 5n-NH,. 6mal Ausschiitteln mit 50 ccl 
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ther. Ather nach dem oft zur Trennung notigen Zentrifugieren 
iber 60ccm 2n-NaOH abdestilliert. 8stiindige Hydrolyse des Bd. 
Zusatz von 50 cem 25°/, H,SO,. Ausschiittelung der Bs. und 
Titration wie oben. Bsr, 5: nach Entfernung des Bd. Alkalisierung 


mit 33°/, Lauge auf 2n-NaOH, 1 stiindige Hydrolyse (vgl. 2b). 


Vergleich der colorimetrischen und der titrimetrischen 
Bestimmungsmethoden durch Bestimmung der Hs.-Fraktion. 


In den folgenden Versuchen wurde, wie in den Versuchen der friiheren 
Mitteilung'), Nierenbrei mit einer Lésung von Natriumbenzoat versetzt und 
nach einer bestimmten Zeit mit Alkohol gefillt und das Filtrat mit NaOH 
hydrolysiert. Ein Teil des Filtrats wurde mit Petrolither ausgeschiittelt 
und der Auszug titriert (Stab 2), ein zweiter ebenso ausgeschiittelt, aber 
der Extrakt zur colorimetrischen Bestimmung ausgearbeitet (Stab 3). 


Tabelle V. 


Niere I, 2 Stunden alt. In 50g Nierenbrei ein Blindwert von 3,6 mg 
Bsr4 ys: 200g Nierenbrei mit 12ccm 1°/,iger Benzoesiurelésung (als 
Na-salz) versetazt. Niere II, 2 Stunden alt, Blindwert in 50g Brei 1 mg 
Bsr, ys (colorimetrisch). 250g Nierenbrei mit 12,5 ccm 1°/,iger Bs.-lésung 
versetzt. 

Es wurden Einzelproben zu 50g untersucht. Bei den zum Zeitpunkt 0 
entnommenen Proben sind die Blindwerte nicht abgezogen. 





Probe- Niere I Niere II 


—— ——— gef. mg Brey Hg gef. mg Bsr, x, 
Stunden titrimetrisch | colorimetrisch| titrimetrisch | colorimetrisch 
0 32,0 | 33,3 25,8 | 24,9 
2 | 20,3 20,0 
4 | 18,2 — 
5 20,5 | 20,7 | 
. 16,0 | 16,9 15,2 15,1 
24 10,0 10,7 11,6 11,4 








Der Vergleich der titrimetrischen mit der colorimetrischen Methode 
zeigt eine gute Ubereinstimmung der in den gleichen Proben ermittelten Werte. 


Versuche. 


A. Darstellung der Glycerinextrakte. Zum Nachweis der Benz- 
amidase wurden entweder der Organbrei selbst, oder, und in den 
folgenden Versuchen ausschlieBlich, der Glycerinextrakt aus 
Organen verwendet. Hierbei erwies sich das Verhiltnis von 
1 Teil Organ zu 5 Teilen (95°/,igem) Glycerin am giinstigsten. 
Die Organe wurden zur Herstellung von Brei oder auch zur 
Extraktion mit Glycerin vom Bindegewebe befreit, erst durch die 
grobe Fleischmaschine, dann durch die Latapiemiihle getrieben. 
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Zur Glycerinextraktion wurde das Organ-Glyceringemisch {ij 
24 Stunden bei 37° gehalten und dann scharf auszentrifugiert 
Der iiberstehende, klare, rétliche Glycerinauszug wurde zu dep 
Versuchen verwendet. Es gelang nicht, einen stark wirksamen 
wiBrigen Auszug der Benzamidase oder ein wirksames Organ. 
trockenpulver zu erhalten, was auf die leichte Inaktivierung de; 
Ferments hinweist, wofir wir schon in der Toluolwirkung eciney 
Beleg hatten'). Die Tab. VI zeigt, daB aus Nierenpulver weder 
das synthetisierende Histozym, noch die Benzamidase extrahiert 
werden konnten. Nur die Fahigkeit Hs. zu spalten, blieb er- 
halten. Die Spaltung von Bd. wurde nicht gepriift. 


Tabelle VI. 


Untersuchung von Nierenpulver und Glycerinextrakt 
auf amidierende und spaltende Wirkung durch Bestimmuns 
der freien Bs. 

Nierenpulver: 50g Niere, 500 Aceton, 500 Ather, 8 g Nierenpulver, 
Glycerinextrakt wie iiblich. 
A. 1,5 Nierenpulver in 40 cem m/50-NH,, 5 Stdn. bei 37°. 














B. 1,5 » 40 ccm Glycerin 95 °/,, 5 Stdn. bei 37°. 
C. 1,5 i. » 40 ccm m/5-Phosphat p;, 6, 5 Stdn. bei 387° 
D. 1,5 - », 40 ccm 9 be i3, 5 » 5 BF. 
E. Glycerinextrakt. 
—— —_ Probe- 
Versuch | Nierenextrakt Zusatz ne pity Y, 
Stunden mg 
I, 14cem A 18 mg Hs. 18 0 0 
IT. 14 cem B 18 mg_,, 18 3,4*) 28 
Ill. 20 ccm C 18mg ,, 18 0 0 
rv. 20 cem D 18 mg_,, 18 0 0 
¥. 20 cem E 18 mg ,, 18 5,6 46 
15 mg Bs. 
10 mg Glykokoll 
VI. 14cem A desgl. 18 15,1 100 
VII. 15 cem B desgl. 18 15,1 100 
VIII. 20 eem C desgl. 18 15,6 100 
IX, 20 eem D desgl. 18 15,6 100 
X. 20 cem E desgl. 18 8,1 61 

















*) Willstaétter, Waldschmidt-Leitz, Waldschmidt - Graser 
u. Dorfmiiller, zitiert nach Willstitter u. Rohdewald, Diese Z. 203, 
209 (1931) finden in der Niere des Hundes nur Lyo-, in der des Pferdes 
nur Desmo-Histozym, das weder durch wiBrige Medien noch durch Glycerin 
eluierbar war. Das Histozym der Schweineniere ist teilweise eluierbar. 
Vgl. auch Haldane-Stern, Chemie der Enzyme 19382. S. 256. Unser Ver- 
such II wire mangels eines bactericiden Stoffes fiir die Anwesenheit eines 
eluierbaren spaltenden Histozyms der Pferdeniere allein nicht beweisend. 
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fiir B. Nachweis der fermentativen Benzamidbildung. Bevor die 
giert, senaueren HKigenschaften der Benzamidase dargestellt werden, 
den erscheint es notwendig, den direkten Beweis ihrer Wirkung, die 
amen Bildung von Benzamid zu zeigen. 

gan- Versuch I. Ansatz: 500 ccm Glycerinextrakt aus Pferdeniere, 
des 950 ceem Phosphatpuffer m/5 py 7,3, 750 ecem Wasser, 25 cem 1,5°/,ige 
nen Bs.-Lésung 18 Stunden bei 37°. Mit NH, auf Normalitit. 6mal mit je 


300 cem Ather ausgeschiittelt. Ather abdestilliert, Riickstand aus Benzol 

umkrystallisiert. 150 mg, Schmelzp. 126° (unkorr.), mit synthetischem Benz- 

amid keine Depression. 22,9 mg wurden 6 Stunden mit 50 cem 2n-NaOH 

ers am RiickfluBkiihler im leichten Sieden hydrolysiert. Wihrenddessen wurde 
unter Luftdurchleiten (H,SO,-Waschflaschen vorgeschaltet) der freiwerdende 
Ammoniak in gestellter n/10 H,SO, aufgefangen. Das Hydrolysat wurde 
angesiiuert und mit Petrolither in tiblicher Weise ausgeschiittelt, die Bs. 
mit Alkoholat titriert. 


22,9 mg Subst. verbrauchten 1,88 ccm n/10 H,SO,. 
Ber. N 11,5 Gef. N 11,4. 


22,9 mg Subst. verbrauchten 1,89 ccm n/10 Na-ithylat. 
Ber. Bs. 100,8 Gef. Bs. 100,7. 


eder 
hiert 


r Zur Aufstellung einer Bilanz wurde der ausgeitherte Ansatz mit 
v°, Lauge auf 2n-NaOH gebracht, 8 Stunden hydrolysiert, mit H,SO, an- 
gesiiuert, 6mal mit Petrolither ausgeschiittelt. Nach Abdunsten des ge- 
trockneten Petrolitherauszugs wurden 235 mg Bs. (Schmelzp. 122°, mit Bs. 
keine Depression) gewonnen. 
lo Bilanz: 151mg Bs. (als Benzamid) + 235 mg Bs. zuriickgewonnen = 386mg, 
| zugesetzt 375 mg. 

Die Glycerinextrakte enthalten immer kleine Mengen Bs. als Blind- 
| werte, wodurch die etwas gréBere Menge gefundener Bs. erklirt ist. 


0 Versuch II. Ansatz wie bei Versuch I, aber Zusatz von 675 mg Bs. 
0 Ansatz mit NH, auf 5n gebracht. 184mg Benzamid (Schmelzp. 127°). 493 mg 
16 | Bs. zuriickgewonnen, Bilanz: 186 mg Bs. (aus Bd.) + 493 mg Bs.=679 mg, 
zugesetzt 675 mg. 
Spaltung des Bd.: 


10) | 32,7 mg Bd. verbrauchen 2,75 cem n/10 H,SQ,. 


: Ber. N 11,5 Gef. N 11,8. 
\ 
1 : 32,7 mg Bd. verbrauchen 2,68 cem n/10 Na-ithylat. 


Ber. Bs. 100,8 Gef. Bs. 100. 


ser } 

3, Im ersten Versuch wurde eine Ausbeute von 40,0°/, Bd., im 
des #™ vweiten von 27,6°/, Bd. erreicht. Mit diesen Versuchen ist weiter- 
ri hin auch der Beweis gefiihrt, daB es sich bei den durch kurze 
yar, 


alkalische Hydrolyse nicht zugainglichen Bs.-mengen um in Bd. 
nes fe gcbundene Bs. handelt. Der Beweis fiir die Bildung von Hippur- 
: siure in diesen Ansitzen wird weiter unten gefiihrt. 
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C. p,-Abhangigkeit der Benzamidase. 
Tabelle VII. > 


























Bestimmung der Bs,, , und des Bd. i 
i—7 Versuchsdauer 6 Stdn. bei 37°. Probeentnahme nach 6 Stdp. 
bei 8 2Stdn., bei 9 24 Stdn., bei I—III 6 Stdn., bei IV 2 Stdn., bei y 
24 Stdn. 15 mg Bs. je Ansatz. Puffer nach Sérensen (Ansatz m/30). 
Ver- Bd. Bsr as Gesamt 
Pr ernie TEER al 0 
such mg | %, mg | 9, mg Bs. 
1 5 0,5 3 141 | 94 14,6 97 
2 6 1,9 13 12,6 | 84 14,5 97 
3 7 4,2 28 98 | 65 14,0 93 
4 7,3 4,5 30 92 | 61 13,7 91 
5 7,6 3,3 22 10,8 72 14,1 94 
6 8 2,1 14 13,1 | 87 15,2 101 r 
: (ER. A A A , Ab 
8 7,3 3,0 | 20 us isn 14,6 97 | Be 
4 7,3 4,5 | 30 92 | 61 13,7 91 
9 7,3 3,2 | 21 10,6 | T1 13,8 91 
I 7 5,2 35 98 | 65 19,0 100 
II 7,3 4,2 28 9,0 | 60 13,2 88 
I 7,6 nae met 10,0 | 66 
IV 7,3 42 | 28 11,1 | 15,3 101 
II 7,3 4,2 | 28 90 | 60 13,2 88 
V 7,3 4,2 | 28 98 | 65 14,0 93 
Bei diesem Versuch wurde die Bd.-fraktion durch vorherige Extraktion 
aus ammoniakalischer Lésung entfernt, und dann die Bsf+Hs nach 1 stiindiger 
Hydrolyse mit 2n NaOH bestimmt. Die Bs. der Bd.-fraktion wurde durch 
8 Stunden-Hydrolyse bestimmt. Durch gleichmaBiges Arbeiten wurde ver & 
sucht, die Fehler der Methodik so stark als méglich herunterzudriicken & de 
Auch dieser Versuch zeigt deutlich die Schwierigkeiten der Bd.-bestimmung. Ar 
Je gréBer die Bd.-bildung (pq 7,0; 7,3; 7,6) um so mehr weicht die Gesamt- HR g¢} 
bilanz von 100°/, ab, denn um so griéfere Mengen Bd. entgehen der fiir die Ge 
Bsf+Hs ausreichenden alkalischen Hydrolyse. 
In Fig. 1 werden zwei weitere Versuche, die die Bestimmung de 7 bil 
Py-Optimum zum Gegenstand haben, wiedergegeben. In diesen Versuchen 7 Ve 
wurde aber die Bd.-fraktion nicht entfernt, sondern die Bsf+Hs nach istiin- Re [i 
diger Hydrolyse bestimmt. Zusatz von 10 mg Bs. zu den iiblichen Ansitzen, BI 
Versuchsdauer 6 Stunden bei 37°. Die ausgezogene Kurve wurde bei Ver hi 
wendung eines frischen Extraktes aus Pferdeniere gewonnen (30 Stunden 7% ' 
nach Tétung des Tierés), die gestrichelte Kurve mit dem gleichen, aber 
10 Tage alten Extrakt (10 Tage im Eisschrank 2°). Das py-Optimum der mit 
Benzamidase der Pferdeniere liegt nach unseren Versuchet wo 
um py 7,3. F sin 


AnschlieBend sei die Bestimmung des p,-Optimums der Benzamidase 
der Pferdeleber wiedergegeben. Glycerinextrakt und Ansiitze wie bei Niere, i 
Zusatz von 10 mg Bs. (Fig. 2). ’ ; me 
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Auch hier wurde die Bd.-fraktion nicht entfernt. Die ausgezogene 
und die gestrichelte Kurve geben die Versuche mit zwei frischen Pferde- 
lebern wieder. Auch das pp-Optimum der Benzamidase aus Pferde- 


leber liegt um 7,3. 
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D. Abhangigkeit der Aktivitat der Benzamidase aus Pferdeniere 
von der Benzoesdurekonzentration (Fig. 3). Zusatz von den auf der 
Abseisse verzeichneten Bs.-konzentrationen zu den tiblichen Ansitzen. p,, 7,3. 
3ei den Bs.-Konzentrationen bis 830 mg m/30 Puffer bei den héheren m/15 
auf Ansatz berechnet). 
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Fig. 3. 


Unsere Versuchsansitze zeigen eine optimale Wirksamkeit 
des Ferments bei Konzentrationen von Bs. von 10 mg auf 60 ccm 
Ansatz (um 0,0015 m). Bei 50 mg (0,007 m) ist das Ferment 
schon fast véllig vergiftet. Dieser Bs.-gehalt entspriiche einem 
Gehalt der Niere von ungefihr 1,5°/, Bs. Auch fiir die Hs.- 
bildung scheinen Ahnliche Verhiltnisse zu gelten, wie aus einem 
Versuch von Snapper, Griinbaum und Neuberg’’) hervorgeht. 
Die Autoren fanden bei Durchstrémung von Schafsnieren mit 
Blut, dem 2,4 g Na-benzoat zugesetzt worden waren, keine Hs.- 
hildung, bei Zusatz von 0,15 g Benzoat deutlich Hs.-bildung”). 

E. Benzamidase in den Organen des Pferdes. Die Versuche wurden 
mit Glycerinextrakten (1:5) der Organe angestellt, mit Ausnahme des Blutes, 


wo defibriniertes Pferdeblut verwendet wurde. py, 7,3. Bei jedem Versuch 
sind unter I—IV die Befunde mit Extrakten aus Organen verschiedener 





*) Mutch, J. of Physiol. 44, 176 (1912) fand andererseits mit einem Fer- 
mentpraiparat aus Schweineniere Hemmung der Hs.-spaltung nach Bs.-zusatz. 
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Tiere wiedergegeben. Die Bestimmung richtete sich nur auf die au; 
angesiuertem Ansatz mit Ather ausschiittelbare Bst+Hs, die nach Ver. 
dunsten des Athers und 1stiindiger Hydrolyse bestimmt wurde. In dep 
mit Bs¢+Hs bezeichneten Stiiben ist deshalb die freie Bs. und die geringe 
aus Hs. stammende Bs. unter einem angegeben. Auf die direkte Bestimmung 
des Bd. wurde verzichtet, wodurch alle angegebenen Werte der Bse.y, 
etwas zu hoch sind, also eine geringere Aktivitit anzeigen, Soweit ein 
O-Wert (Blindwert + zugesetzte Bs.) zum Versuchsbeginn bestimmt wurde, 
sind die °/, Bd.-bildungen von diesem berechnet, soweit kein O-Wert be. 
stimmt wurde, ist nicht das Bd. als soiches, sondern als °/, verschwundener 


Tabelle VIII. 


Benzamidase in Pferdeorganen (Pferd I—IV). 


Ansitze: Blut*), 20 cem, 10 ccm m/5 Puffer pg 7, 3, 20 cem Wasser, 
Die anderen Organe wie die iiblichen Ansiitze mit Glycerinextrakt aus Niere. 
Bei Organen I und II 15 mg Bs., bei II] und IV 10 mg Bs. Zusatz. 














Probe ak a 
Si Pennie elle Gefunden mg Bs, , y, /) Bd.-bildung 
8 nach oe ft we 1 | ae, oy ae grav e 
Stunden) I | IL | WL | IV] I | | UW 
ale i | aa 2 ee: ee ; 
Blut... 0 18,6 | — — | 10,5 0; 0; —/| 0 
6 11,3 | 11,6 5,7 | 7,2 | 40 | 88 | 48 | 82 
Muskel . 0 14,4 | — 0o|;-— 
6 15,0 | 14,4 0 0 
Leber 0 — | — 10,2 | 10,1 | 0, 0 
6 8,0 | 10,3 | 47 | 30 
14 2,4 | 5,7 | 76 | 43 
Niere. 0 10,9 | 10,1 0 0 
5 6,2 39 
8 (1)**) | 2,0 80 
8 (2) | | 1,9 82 
8 (3) | | 1,9 | 82 
14 | 1,9 | | 83 
Nebenniere 0 — | — —|— | | 
6 15,0 | 14,8 o/ o| | 
| | | 
Diinndarm 0 — ij; 10,1 | 10,3 | / O] 8 
6 14,3 | 15,1 | 0} 0O| | 
14 | 8,9 | 9,2 | 12 | 10 
Dickdarm . 0 | 10,1 | 0. 
14 | 10,2 | 0 











*) Zur Bestimmung der Bsf+Hs wurde das Pferdeblut in gleicher Weise 
wie es in der friheren Mitteilung fiir Gewebe angegeben wurde, behandelt. 

**) Die 8 Stunden in Thermostaten gebaltenen Proben wurden in 
3 Parallelen angesetzt und 30 Minuten (1), 1 Stunde (2) und 8 Stunden (3) 
mit Lauge hydrolysiert, um wieder die Brauchbarkeit der Laugenhydrolyse 
zu zeigen. Blindwert 0,14 mg Bsf+Hs. 
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Bs, eingesetzt (Mol.-Gew. Bs.: Bd. = 122: 121). Streng zulissig ist es eigent- 
lich nur fir die Nierenextrakte das Bs.-defizit als Bd. einzusetzen, da nur 
hierfir der direkte Nachweis gefiihrt wurde. Wir glauben aber auch fiir 
die anderen Organe die Wirkung dieses Fermentes annehmen zu diirfen. 


Deutliche Bd-bildung wurde in Niere, Leber und 
Blut gefunden, fragliche im Diinndarm, keine in Muskel, 
Nebennieren und Dickdarm. 


BE. Fermentative Spaltung von Bd. Glycerinextrakt aus Pferdeniere 
mit tiblichem Ansatz. Versuchsdauer a) 6 Stunden, b) 24 Stunden, bei py 7,3 


| Bd-zusatz (Stab 2) in 1°/,iger Lésung. Bestimmung der freien Bs. durch 
' Ausschiitteln der angesiiuerten Ansiitze mit Petrolither. 


Tabelle LX. 

















of 0 
Versuch mg Bd. zugesetzt mg Bst get. lo 

a | b a b 
0 0,3 0,36 
: : 29 25 36 32 
: = 6,0 3,8 43 27 
‘ 29 14,0 7,4 48 25 
: 60 17,5 12,0 29 20 
: _ 39,4 26,4 83 22 


Vor allem zeigen die Fermentversuche mit 24 stiindiger Dauer 


' cine geringere Spaltung des Bd. als die mit 6 stiindiger Dauer. 


Dies kann vielleicht als Ausdruck der synthetisierenden Benz- 


| amidase angesehen werden. Die Bd.-konzentrationen mit optimaler 
| Spaltung. liegen deutlich héher als die Bs.-konzentrationen mit 
| optimaler Bd.-bildung, noch bei 60 und 120 mg Bd. deutliche 
| Spaltung, wihrend bei den gleichen Bs.-konzentrationen keine Bd.- 
' bildung mehr zu finden war. 


Die Spaltung des Bd. durch den menschlichen oder tierischen 


| Organismus wird schon seit einem Selbstversuch L. Nencki’s’®) 
/ angenommen, der nach Einnahme von 5,5 g Bd. tiglich, aus dem 
| Harn Hs. darstellte, ohne allerdings auf Bd. selbst gepriift zu 
| haben, Spater hat dann Salkowski) die’Spaltung bei Eingabe 
' an Kaninchen erwiesen und besonders Gonnermann?”!) hat in 
Versuchen mit Organbrei (Schaf) die Spaltung durch Nieren- und 
Leberbrei durch Darstellung der Bs. gezeigt. 


G. Zusatzversuche mit Cyanid, Schwefelwasserstoff, Glykokoll, 


Cystin, Cystein, SH-S-S-Glutathion, Glutaminsaure, Ascorbinsaure. 
Tabelle X zeigt die Versuche mit HCN (als NaCN) und H,S. Zu den 
; lblichen Ansitzen wurde bei Niere I und II 10 mg Bs. bei Niere III 15 mg 
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Bs. zugesetzt. Die Versuchsdauer bei allen Versuchen 6 Stunden bei 37° 
Bei den Versuchen mit Niere I und II wurde durch alkalische Hydrolyse 
im Ansatz die freie und als Hs. gebundene Bs. bestimmt (Bs¢+Hs, Hydro. 
lyse 1 Stunde). In den Versuchen mit Niere III wurde die Bd.-fraktion 
vorher entfernt und getrennt bestimmt. 


Tabelle X. 





ene 





























von] Molaritit | Bs Bd.-fraktion 
Ver des iv Tie Summe | jijero 
such | Ansatzes an mg | % mg | % of, 
1 sane 5,4 46 I 
HCN | 
2 0,002 m 10,2 | | 0 I 
3 | 0,002 m 10,4 | | 0 I 
4 0,001 m 6,6 | 84 I] 
5 a 54 | 46 1] 
H,S | 
6 0,05 m 102 | 0 
7 0,002 m 7,4 | 26 IT 
8 0,001 m 6,4 | 36 I] 
9 _ 10,0 67 46 | 81 98 III 
10 a 10,3 69 5,0 | 388 102 III 
HCN | | 
11 0,001 m 13,9 93 1,2 8 101 Ill 
12 0,002 m 15,0 100 04 | 2,7 108 II 
H,S | 
13 0,004 m 13,2 88 12 | 8 96 II] 
14 0,01 m 15,1 101 0,4 2,7 104 I] 
20° 
15 oo 12,0 80 22 | 15 95 ne 
16 O, durch- 12,0 80 2,4 | 16 96 IT] 
geleitet 


Das Ergebnis dieser Versuche ist die véllige Hemmung der 
Benzamidase durch m/500 Cyanid, die unvollstindige durch ge- 
ringere Konzentration, mit Schwefelwasserstoff wird erst bei m/100 
eine vollige Hemmung erhalten. Die Versuche 15 und 16, die bei 
Zimmertemperatur vorgenommen wurden, zeigen, daB O,-Sattigung 
der Ansiitze keine Aktivierung der Amidierung zur Folge hat. 

Ein besonderes Interesse kommt der Wirkung von Glykokoll 
auf die Bd.-bildung zu, da wir ja in der Hs.-bildung die Kow- 
kurrenz der Bd.-bildung erblicken kénnten, worauf das Verhalten 
des Bd. im Tierkérper hinzuweisen scheint. Tab. XI gibt bel 
gleichen Ansiitzen und gleicher Bezeichnungsweise wie in Tab. X, 
die Versuche unter Glykokollzusatz wieder. Alle Versuche wurde1 
bei 37° und p,,7,3 ausgefiihrt. 
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Bei Verwendung von Niere I wurden 10 mg Bs., bei Niere [V 15 mg 
Bs. (0,002 m) zugesetzt. 


Tabelle XI. 





— SE AAS 


Molaritiit | Probe- Bd.- 
Ter- n- fentnahme}] Bs : ; ’ : 
a pr tagl re f+Hs} 9°, |fraktion| °/, |Summe] Niere 

Glykokoll | Stunden mg mg Bs. 
1 0 6 5,4 46 I 
2 | 0,0004 6 5,7 48 I 
3 | 0,0008 6 6,2 38 I 
4 | 0,0016 6 7,1 29 I 
5 | 0,0032 6 8,1 19 I 
6 | 0,0064 6 1,9 21 I 
7 0 6 10,0 67 4,6 31 98 IV 
g 0 6 10,3 69 5,0 33 102 | IV 
9 | 0,002 6 11,8 15 3,4 23 98 | IV 
10 | 0,01 6 12,1 81 3,1 21 102 | IV 
11 | 0,02 6 13,2 88 1,9 i3 | 101 | IV 


























Konzentrationen von Glykokoll, die von der gleichen GréBen- 


'ordnung wie die Bs.-konzentration sind, zeigen schon eine deutliche 


Hemmung der Bd.-bildung. Mit steigenden Glykokollzusitzen wird 
die unter Bsr, zusammengefaBte Bs.-menge immer gréBer. Auf 


'Grund dieser Versuche ist die Zusammenfassung der freien und 


eventuell gebundenen durch Istiindige Hydrolyse als Bsry, noch 


‘eine willkirliche, die Form der gebundenen Bs. nicht vorweg- 
‘nehmend ware die Bezeichnung Bs. der sauren Ausschiittelung 
‘nach Hydrolyse. Im folgenden wird nun der Beweis gefiihrt, 
| da auch wirklich die freie Bs. bei Glykokollzusatz abnimmt und 
die gebundene Bs.y,, die durch 1stiindige alkalische Hydrolyse der 
| Bestimmung zuginglich gemacht werden kann, zunimmt (‘T'ab. XII). 


Die Tab. XII zeigt, daB die Hemmung der Bd.-bildung inso- 
fern eine indirekte ist, da durch die Zunahme der gebundenen Bs. 


immer weniger Bs. der Benzamidase zur Verfiigung steht. Bemerkens- 


wert sind die betrachtlichen Mengen und der Gang der gebun- 
denen Bs. auch in den Ansiitzen ohne Glykokollzusatz, was nicht 
allein auf etwa vorhandene Hs. zuriickgeht, — da die reinen Bs.- 


blindwerte in den Ansiitzen kleiner sind — sondern auf die An- 
/Wesenheit von Glykokoll in den Glycerinextrakten. Schon bei 


den Versuchen ohne Glykokoll kommt es zu einer Abnahme der 


gebundenen Bs. mit der Dauer des Versuches. Auffilliger wird 
das Verhalten der gebundenen Bs. in den Ansiitzen mit Glykokoll- 
p Zusatz, Einen Beleg fiir die Brauchbarkeit der angewandten 
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Methoden kann man hier in der Ubereinstimmung der Werte 
fiir Bd.-bildung erblicken, die teils errechnet, teils durch Be. 
stimmung dreier verschiedener Fraktionen ermittelt wurden, wie 
es der Vergleich von Tab. XI und XII lehrt. In den Probep, 
die nach 6 Stunden entnommen wurden, sehen wir immer dj 
héchsten Werte an gebundener Bs., nach 24 Stunden bedeutend 
niedrigere. Dies weist darauf hin, daB die Spaltung der ge. 
bundenen Bs. (Hs.) mit der Zeit zunimmt, und das spaltend § 
Ferment, sei es durch Bestindigkeit, sei es durch Hemmung oder 
Férderung mit der Zeit iiberwiegt. * 

Ubliche Ansiitze unter Zusatz von 15 mg Bs. (0,002 m). Bestimmung 
der Bs,. und der gebundenen Bs,,,.-Angabe der Zeiten der Probenentnahme, 


Tabelle XII. 








Probe- | 


Bd.- 






































Molaritiit 
Ver- | des An- jentnahme} bs, Bsy, | Bsps aes bildung| Niere 
such | Satzes an nach 
Glykokoll | Stunden mg mg mg 1, 
1 0 0 16,2 0 I 
2 0 2 7,0 4,8 11,8 21 
3 0 6 4,3 8,7 8,0 47 U 
4 0 24 2,4 2,9 5,3 65 lI 
5 0,0022 2 8,3 5,5 13,8 8 Il 
6 0,0022 6 2.5 8,4 10,9 27 I] 
7 0,0022 24 2,9 6,0 8,9 4] 1 
8 0 0 16,2 0 at 
9 0 2 7,1 5,0 12,1 20 III 
10 0 6 4,6 4,0 8,6 43 HI 
11 0 24 3,0 2,6 5,6 63 1 ] 
12 0,0022 2 8,5 6,2 14,7 2 Hl @Gluta 
13 0,0022 6 3,0 8,5 11,5 23 IT] Bildw 
14 0,0022 24 2.8 5,2 8,0 47 Il 
I 
Die folgende Tab. XIII gibt das Ergebnis der Zusatzversuche Mugen 
mit SH- und S-S-Glutathion, Cystin und Cystein, Glutaminsiure gif! stiin 
und Ascorbinsaéure wieder. Ubliche Ansitze, p,, 7,3. Versuchs- ich g 
Buch 


dauer 6 Stunden bei 37°. Niere I—IV 10 mg Bs., V 15 mg Bs 
Wie aus den Versuchen zu ersehen ist, fordern Konzentri- 
tionen bis m/250 SH-Glutathion, m/125 hemmen. SS-Glutathuio 


denn 
Wels € 


hat anscheinend keinen EinfluB auf den Abbau der Bs., eine D 
leichte Férderung mag auf eine geringe Reduktion zur SH-form lutete 
bezogen werden. Das gleiche ergibt sich fiir Cystein und Cystin “ 
m/1000-Cystein férdert deutlich,m/250 hemmt, Cystin ist wirkungslosMGlutatt 


Hop] 
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Tabelle XIII. 








ne Molaritit der Bs¢ . ys Bd.-bildung 
7 Versuchslisung mg ol, 
I 0 5,4 46 
SH-Glutathion 
0,001 2,1 79 
0,002 3.4 66 
0,004 4,4 56 
0,008 8,1 19 
0,016 8,4 16 
UI 0 6,5 35 
SS-Glutathion *) 
0,0005 6,5 35 
0,004 6,1 39 
HI 0 6,5 35 
Cystein 
0,001 4,0 60 
0,004 1,1 29 
0,01 8,2 18 
Cystin 
0,001 6,3 37 
0,004 6,2 38 
0,01 6,1 39 
IV 0 5,4 46 
Glutaminsiure 
0,002 5,8 AT 
V Ascorbinsiure 
0 12,1 19 
0,01 11,7 21 
0,02 12,1 19 











Ks sei noch erwihnt, daB die hemmende Wirkung von SH- 
Glutathion ebenso wie bei Glykokoll sich zum Teil auch auf die 
Bildung von Hs. zuriickfiihren 14Bt. 


H. Kennzeichnung der gebundenen Bs. als Hs. Bis jetzt wurde 
bugenommen, daB wir in der gebundenen Bs. aus der durch 
Istiindige alkalische Hydrolyse die Bs. der Bestimmung zuging- 
lich gemacht werden kann, Hs. zu sehen haben. Hier ist aber 
auch die Identifizierung der gebundenen Bs. als Hs. notwendig, 
ienn hiermit wire das erstemal mit Gewebsextrakten der Nach- 
vels einer Hs.-synthese eindeutig gefihrt. 


Diese Versuche von Bunge und Schmiedeberg*) wurden mit durch- 
bluteten Organen durchgefiihrt. Kochs*) setzte ebenso wie Abelous und 





*) Wir sind Herrn Alfons Schéberl fiir Uberlassung von SS- 
lutathion zu besonderem Dank verpflichtet. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCXLIX. 11 
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Ribaut?’) Blut zu Gewebsbrei, letztere verwenden statt Bs. Benzylalkohg| 
Vor kurzem haben Blagowestschewski und Nikolaeff*) unter Vo. 
wendung von Takadiastase die Hs.-spaltung und Synthese studiert. Ay¢j 
sie verwenden Benzylalkohol, um im AnschluB an die Gedankengiinge yo, 
Abelous und Ribaut die positive Wirmeténung der Oxydation Alkohg. 
Siiure der Synthese dienstbar zu machen [vgl. auch *)] 


ma cc. & OB ry 


Versuch I. Ansatz: 120 ccm Glycerinextrakt aus Pferdeniere, 180 co, i 
Wasser, 60 cem m/5-Phosphatpuffer py, 7,3 (90 mg Bs.) als Na-benzoat, 50m fi | 
Glykokoll. 6 Stunden bei 37°. Dann mit 25 °/, iger H,SO, auf 2 n-H,S0 4 u 
gebracht. 6mal mit Ather ausgeschiittelt. Ather abdestilliert. Riickstau 7 tj 
mit Petrolither ausgekocht und aus Wasser umkrystallisiert. 80 mg Hi, 
Schmelzp. 187° (unkorr.) (mit Hs. aus Harn keine Depression), 80 mg Hs i 
= 54,5 mg Bs. = 60°/, gebundene Bs. - Ww 


Versuch II. Ansatz: 300 cem Glycerin, 450 cem Wasser, 150 cen 
Phosphatpuffer py 7,3, 225 mg Bs. 150 mg Glykokoll 24 Stunden bei 31: B 
Dargestellt 65 mg Hs., Schmelzp. 187° (= 44,3 mg Bs. = 20°/, gebundene Bs, W 


Vergleicht man die Ausbeute des Versuchs I mit dem in Tab. XIlg.(% 8! 
fundenen 6-Stundenwert, dann ist die hier gefundene Ausbeute an Hs. nif ¢¢ 
60°/, gebundener Bs. vergleichbar den dort gefundenen 56 bzw. 57°, g¢ 
hingegen ist sie, verglichen mit den 24-Stundenwerten der Tabelle bei Ve J nt 
such II kleiner, 20°/, gegen 40 bzw. 35°/, gebundenen Bs. Allerding HR 
lassen sich verschiedene Nierenextrakte hinsichtlich ihrer Fermentaktiviti 
nur bedingt vergleichen. 


pas gis 


Besprechung. Vor Jahren haben wir die Vermutung asf 1 
gesprochen, daB dem Glutathion auf Grund seiner Zusammage ,. 
setzung aus den drei bei Entgiftungen immer wieder verbrauchtafR ;. 
Aminosaiuren eine besondere Bedeutung als Muttersubstanz bie” . 
Entgiftungen zukommen kénnte**). Im Zusammenhang mit diese 
Anschauung haben wir die Substanzen der Tab. XIII auf ibr 
Wirkung auf die Benzamidase geprift. Nach Tab. XI—XIII i 
eine eindeutige Hemmung durch Glykokoll bei einer Konzentr: 
tion von m/625 zu beobachten, bei SH-Glutathion bei m/15% 
Hieraus kann ein bevorzugter Verbrauch des Glutathion nicl” 
abgelesen werden, wobei allerdings ohne Ausschaltung der Be” 
amidase kein Urteil gefallt werden kann. Glykokoll hemmt schoi e 
bei der annahernd gleichen Konzentration der zugesetzten bq 
deutlich, vielleicht sogar bei einer héheren Bs.-Konzentration. 


Die Hemmung durch SH-Glutathion geht iiber die dur! 
Wegfall der gebundenen Bs. verringerten Bs.-konzentration hinat 
Die Hemmung und Foérderung durch SH-Glutathion kommt nici 
dem Tripeptid allein, sondern auch dem Cystein zu. Der Ube 
gang von Foérderung zu Hemmung scheint vom Standpunkt df 
Beziehung Aktivator, Synthese und Hydrolyse bemerkenswert. Be 
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ylalkohol, J Schwefelwasserstoff scheint nur die hemmende Wirkung aus- 
_ Me ‘geprigt zu sein. SS-Glutathion und Cystin sind ohne Kinfluf 
nee ‘a auf die Amidierung. Dies spricht dafir, da8 die Bereitstellung 
Alkoho. {Me des Glykokolls aus dem Glutathion nicht iiber seine oxydierte 


' Form geht. 
, 180 cen : Die Benzamidase zeigt als Ferment Kigenschaften, die ohne 
at, 50m fe Kenntnis der Bd.-bildung, also nur aus der Tatsache eines Bs.- 
n-H,S0,/% umbaues auf eine nahe Beziehung der Fermenttiitigkeit zu Oxyda- 
tickstand ' tionsvorgangen schlieBen lieBen. Die verschiedenen Glycerinextrakte 
yea © sind von sehr verschiedener Aktivitét. Es ist uns nicht gelungen, 


~— ' wirksame wiBrige Ausziige oder Trockenpulver zu erhalten. Nur 
180-00 q der Gewebsbrei als solcher und der Glycerinextrakt sind wirksam. 
bei ge. Besonders darauf gerichtete Untersuchungen miissen zeigen, wie 
dene Bs, weit hier Denaturierung und mangelnde Eluierung iibereinander- 


. XI ge | greifen, Bei synthetisierendem Ferment ist die Entscheidung, ob 
| Hs. wit es sich um eine Denaturierung handelt, schon deshalb besonders 
w. 57' schwierig, da die Erschépfung des energieliefernden Systems ebenso 
neath ] zur Sistierung der Fermentation fiihren mu’. Die Abnahme der 
‘ sete : Wirksamkeit der Benzamidase in dlteren Extrakten, in spiater ver- 
| arbeiteten Organen, ihre geringe Widerstandsfahigkeit gegen Toluol 


_weist auf die geringe Bestindigkeit dieses Fermentes hin. Zum 





ng aM Unterschied von der von Krebs2") eingehend beschriebenen Glut- 
aminel@ aminase, deren Tatigkeit an die erhaltene Zellstruktur gebunden 
auchte ' ist und deren Wirksamkeit in Gewebsbrei und Eluaten nicht mehr 
and le ' nachgewiesen werden kann, ist unsere Amidase mit waBrigem 
It a _ Glycerin eluierbar und Gewebsbrei behilt durchaus seine amidierende 
wut ibr 





Fihigkeit. Die Benzamidase wird durch Cyanid und H,S und 
durch héhere Konzentrationen SH-Glutathion und Cystein gehemmt. 
Die Glutaminase ist ebenfalls durch Cyanid vergiftbar, wobei hier 
die enge Koppelung mit der Atmung nach Krebs maSgebend ist 
(wibrend wir fiir die Benzamidase den Mechanismus der Energie- 
ieferung noch nicht iiberblicken kénnen). 

Die Spezifitit der Benzamidase und damit auch ihre Bedeu- 
tung diirfte sich wohl nicht allein auf die Amidierung von Bs. 
erstrecken, man kénnte sie als ersten Vertreter der Acylamidasen 
des aromatischen Carboxyls (arom. Acylamidase) ansehen, zum 
Unterschied von der aliphat. Acylamidase, der Glutaminase, die 
aber an die erhaltene Zellstruktur gebunden ist. Wie weit Ami- 
dierung die Angreifbarkeit ungesittigter Fettsiuren im inter- 
mediiiren Stoffwechsel indern kann, ist erst letzthin von Kuhn, 
Kohler und Kéhler®*) gezeigt worden. 





XT is 
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Gleichzeitig mit dem Nachweis einer Benzamidase in de, 
Organen des Pferdes haben wir auch den Nachweis der fermep. 
tativen Hs.-synthese gefiihrt, der, soweit wir wissen, das erstema| 
eindeutig mit Hilfe von Nierenextrakten aus Bs. und Glykokoll 
gelungen ist. Im AnschluB an die oben versuchte EKinteilung iy 
arom. und aliph. Acylamidasen kénnte man das synthetisierende 
Histozym als arom. Aminoacylase**) bezeichnen, im Gegensatz zy 
den bei der Peptidsynthese beteiligten Fermenten, deren Un. 
kenntnis uns aber nicht die Aussage erméglicht, ob auch sie, 
wie die aliph. Acylamidase an die Zellstruktur gebunden sind’*, 
Die spaltende arom. Acylamidase und Aminoacylase sind ohne 
Schwierigkeiten eluierbar und auch nachweisbar, was ebenso you 
den aliphatische Substrate spaltenden Fermenten gilt (Hippurikase 
und Peptidasen). 


Kine Koppelung des fermentativen Prozesses der Amidierung 
der Bs. mit dem der Hs.-bildung lat sich aus unseren Versuchen nu 
im Hinblick auf eine Konkurrenz um das Substrat ablesen**), Man 
wird deshalb — auch zweckdienlich gesehen — der Benzamidase 
keine Rolle fiir die entgiftende Eliminierung zusprechen kénnen, 
so lange nicht nachgewiesen ist, daB eine Erschépfung der Hs. 
synthese zur Ausscheidung des Amids fihrt. Bis auf die Ver- 
suche von Cohn?’) am Hunde ist bis jetzt in der Literatur iiber 
die Ausscheidung von Bd. nach Bs.-gaben nichts bekannt. Iu 
Selbstversuchen und auch in Kaninchenversuchen konnte noch 
keine eindeutige Bd.-bildung erzwungen werden. Immerhin er 
fordert das bei Bilanzversuchen mit Bs. haufig nachweisbare 
Defizit an ausgeschiedener Bs., soweit es nicht auf analytischen 
Miingeln beruht, in dieser Hinsicht besondere Aufmerksamkeit. 


*) Von Wichtigkeit wird die Festlegung und Einreihung des die 
Phenazetursiure synthetisierenden Ferments sein, um einen Einblick in den 
dirigierenden Einflu8 des Phenylrestes zu bekommen. 


**) Bis jetzt ist es noch nicht gelungen, glykokollfreie Ansiitze zu er 
halten, auch in den Versuchen ohne Glykokollzusatz kam es zur Bildung 
von gebundener Bs. (Hs.) (Tab. XII). Im Zusammenhang damit kénnte a 
eine Bd.-bildung aus Hs. gedacht werden. Bergmann und Schleich 
[Diese Z. 207, 235 (1932)] haben bei der fermentativen Spaltung von Glyein: 
dehydrophenylalanin zu Phenylbrenztraubensiure, Ammoniak und Glykokol 
die Bildung von Glycinamid als hypothetischer Zwischenstufe erértert. Aller 
dings konnte die Bildung von Glycinamid ausgeschlossen werden, da ¢ 
sich als fermentativ nicht spaltbar erwies. Auch an die Méglichkeit eine! 
Umbenzoylierung sei erinnert. 
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Zusammenfassung. 


1. Zu Nierenbrei (Pferd) oder Glycerinextrakt aus Pferde- 


| niere zugesetzte Benzoesiure wird durch die Tatigkeit eines 
: Ferments, ‘Benzamidase, in Benzamid umgewandelt. Zur Be- 
stimmung der Benzoesiure als freie, in Hippursiiure und Benz- 
' amid gebundene Benzoesiiure wurden Methoden unter Verwen- 
' dung der modifizierten Folin-Flandersschen Methode aus- 


gearbeitet. 

2. Die Benzamidase der Pferdeniere und Leber hat ein 
p,-Optimum um 7,3. Die optimale Substratkonzeatration liegt 
hei 0,002 molaren Benzoesiurekonzentrationen. Héhere Benzoe- 
siurekonzentrationen hemmen das Ferment bis zur vélligen In- 
aktivierung. Das Ferment wurde in Niere, Leber und Blut des 
Pferdes nachgewiesen, in Muskel, Nebenniere und Dickdarm konnte 
es nicht nachgewiesen werden, im Diinndarm nicht mit Sicherheit. 

3. Die Benzamidase 1iBt sich nur in Gewebsbrei und Glycerin- 


extrakt nachweisen. Es gelang nicht wirksame Organtrockenpulver, 
wie auch waBrige Ausziige zu gewinnen. Die Organe, wie auch 


| die Glycerinextrakte verlieren mit der Zeit an Wirksamkeit. 


4. Die Benzamidase wird durch m/500-Cyanid und m/100- 


| H,S vollig gehemmt, Konzentrationen von SH-Glutathion bis 
, m/250 fordern, von m/125 hemmen, von m/1000-Cystein férdern, 
/ m/250 hemmen. Cystin, Glutaminsiure und Ascorbinsiure sind 
' ohne Hinflub. 


5. Glykokollkonzentrationen von der gleichen Konzentration 


| wie die zugesetzte Benzoesiure zeigen eine deutliche Hemmung 
| der Benzamidase, die bei héheren Glykokollkonzentrationen immer 
' stirker wird. Diese Hemmung geht (wie auch teilweise beim 
| SH-Glutathion) auf die bevorzugte Bildung von Hippursaure zu- 
| riick. Die fermentative Bildung von Hippursiure im Nieren- 
7 extrakt nach Zusatz von Benzoesiiure und Glykokoll wird durch 
| Darstellung der Hippursiure erwiesen. 


6. Neben der fermentativen Benzamidbildung wird die Benz- 


| amidhydrolyse durch Nierenextrakte nachgewiesen. 
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Uber die Neurotoxine aus Giften von Cobraarten’). 


Von 


F, Micheel, H. Dietrich und G. Bischoff. 


Mit 3 Figuren im Text. 


' (Aus der Organischen Abteilung des Chemischen Institutes der Universitit Miinster i. W.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 3. August 1937.) 


In der vorigen Mitteilung’) iiber Schlangengifte wurde iiber 


die Isolierung eines Neurotoxins aus dem Gifte der Naja flava 
'(Kap-cobra) berichtet, das auf Grund seiner Eigenschaften und 
' seiner Wirksamkeit als ziemlich rein anzusprechen war. Ks zeigte 
_ bei der weiBen Maus eine d.1.m. von 0,12 7 pro Gramm [ = 1 Miuse- 
einheit *)]. Inzwischen beschrieben Wieland und Konz 4) die Iso- 
-lierung eines sehr ahnlichen Neurotoxins aus dem Gifte der Naja 
‘tripudians (indische Cobra) [1 ME. = 0,15 y44)]. Dies Toxin hatte 
‘in bezug auf seine Wirksamkeit, sein Molekulargewicht und seinen 
| Schwefelgehalt groBe Ahnlichkeit mit dem von uns beschriebenen 
| Neurotoxin der Naja flava. Da die Antikiérper der beiden Gifte 
sich gegenseitig vertreten kénnen®), ist damit zu rechnen, dab die 
_ prosthetischen Gruppen beider Stoffe identisch sind, der Rest der 
| Molekiile wahrscheinlich aber andersartig gebaut ist, wie schon 
/ aus den etwas verschiedenen Molekulargewichten hervorgeht. Wir 
'nennen das friiher beschriebene Neurotoxin zum Unterschied von 
' zwei anderen, im folgenden beschriebenen: Neurotoxin A (aus 
| Naja flava). Wie schon in der vorigen Mitteilung erwihnt (S. 224), 
_gelingt es, aus dem Gifte der Naja flava ein zweites Neurotoxin 
zu isolieren, das durch weitere fraktionierte Fallung nicht weiter 


') II. Mitteilung tiber Schlangengifte. I. Mittlg. Nachr. Ges. Wiss. 


| Gottingen, Math.-physik. Kl. N.F. 1, 85 (1935); II. Mittlg. Diese Z. 239, 
F 217 (1936). 


*) Micheel u. Jung, Diese Z. 239, 217 (1936). 

’) Die Definition der Miuseeinheit (ME.) vg]. die friiheren Mitteilungen. 
') Sitzungsber. bayr. Akad. Wiss. Math.-naturwiss. Abt. 1936, 177. 

**) Der Wert wurde von uns unter Beriicksichtigung der von der 


3 unsrigen verschiedenen Testmethodik gréBenordnungsmiBig berechnet. 


*) Ahuja, Ber. Physiol. (B) 89, 671 (1936); Indian J. med. Res. 22, 
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aufzutrennen ist und nach den Ergebnissen der Dialyse aus Mole. 
kiilen einheitlicher GréBe besteht. Dieser Stoff, fiir dessen weit. 
gehende Reinheit wir im folgenden noch einen weiteren Bevwei 
bringen, haben wir als Neurotoxin B (Naja flava) bezeichnet. Sein. 
d.1.m. liegt bei 1 y pro Gramm Maus (= 1 ME). Seine physio. 
logische Wirksamkeit ist, wie die des Neurotoxins A, eine ay. 
gesprochen neurotoxische. Der Tod tritt unter Atemstillstan 
ein. Daneben kommt es jedoch stets zu einer starken Absonée. 
rung eines weiBen Sekrets an den Augen, die zu einer villigey 
VerschlieBung der letzteren fiihrt. Diese Augenerkrankung tritt 
jedoch nur bei Dosen ein, die wenig unter der d.1. m. liegen: 
bei gréBeren Giftgaben tritt der Tod ein, bevor es zur Augen. 
erkrankung kommt, bei kleineren Gaben bleibt sie iiberhaupt aw, 
Nach einigen Tagen tritt Heilung ein. Auch in bezug auf die 
chemische Reaktionsfahigkeit bestehn, wie im folgenden ausgefihr 
wird, deutliche Unterschiede zwischen den Neurotoxinen A und B, 


Die Schwierigkeiten, hinreichende Mengen des Giftes von Naja 
flava zu erhalten’), zwangen uns, fiir die weiteren Reinigung. 
methoden das Gift von Naja tripudians zu verwenden. Aus de 
elngangs angegebenen Griinden sind die Ergebnisse an beiden Gifter 
wohl im wesentlichen aufeinander zu iibertragen. Auch am Gif 
der Naja tripudians bewiihrte sich das in unserer vorigen Mit- 
teilung angegebene Verfahren zur Darstellung des Neurotoxins 4 
aus Naja flava-gift: Ultrafiltration, Dialyse und anschlieBend 
fraktionierte Fallung. Wir haben jedoch auf diesem Wege nicht 
die reinsten Praparate von Neurotoxin A (Naja tripudians) her- 
gestellt. Auf der Suche nach einem Verfahren, daB es uns er 
méglicht, die Isolierung und Reinigung der Neurotoxine zu ver 
einfachen, ferner auch deren Kinheitlichkeit zu priifen, haben w 
eine andere Arbeitsweise ausgearbeitet. Sie macht Gebrauch vo 
der Elektrolyse mit hochgespanntem Gleichstrom in sehr ver 
diinnter Lésung. Im Gegensatz zur Elektrolyse ist die Elektro. 
dialyse zur Reinigung von Cobragift nicht geeignet, weil das Neur- 
toxin wegen seines niedrigen Molekulargewichtes selbst durch feit- 
porige Cellophanmembranen wandert. Wir verwandten deshalb 
Methoden, die von der Wanderung der Bestandteile des Cobre 
giftes im elektrischen Potentialgefille Gebrauch machen. Die Vet 
wendung der Kataphorese zur Trennung von Gemischen geliste! 


1) Im wesentlichen durch Schwierigkeiten bei der Beschaffung v0 
Devisen bedingt. 
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| (1933); 56, 169 (1934); J. of biol. Chem. 110, 589 (1935). 
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Stoffe ist eine recht haufig angewandte Methode’), die auch fiir 
' biochemische Zwecke weitgehende Verwendung gefunden hat?). 
| Gewohnlich werden aber dabei Membranen beniitzt oder die Strom- 
' stirken sind so betrachtlich, daB eine Schidigung empfindlicher 
| Stoffe durch die Elektrolyse eintreten kann. Verwendet man jedoch 


sehr verdiinnte Lésungen des zu trennenden Stoffes, so gelingt es 


' bei Anlegung hoher Spannungen, eine hinreichende Wanderungs- 
_ geschwindigkeit des Elektrolyten zu erzielen, ohne daf die Strom- 
| stirke wenige Milliampére iiberschreitet. Ferner bildet sich bei 
' der Elektrolyse ein Gefiille des p, von der Kathode zur Anode 
F aus, und ein Ampholyt wird sich bei hinreichender Dauer der 
' Elektrolyse an der Stelle anreichern kénnen, deren p,, seinem 
' isoelektrischen Punkte entspricht. Ein solches Prinzip ist mit 
| Erfolg von Williams’) zur Anreicherung der niedrigmolekularen 
_ Pantothensiure aus Leberextrakt angewandt worden. 


Wir verwandten einen Apparat aus Jenaer Glas, der aus 


| 6 Zellen bestand, deren jede etwa 800 ccm Flissigkeit auf- 
' mnehmen vermochte. Die zylinderférmigen Zellen waren in 
| Richtung ihrer Achse aneinandergekittet und in der Mitte durch 
| Scheidewiinde mit unterem DurchlaB in Halbzellen geteilt. Die 
| Scheidewiinde zwischen den einzelnen Zellen selbst hatten oben 
| einen DurchlaB. Auf diese Weise wurde eine Durchmischung der 
| Elektrolysenlésung durch Konvektion infolge ungleichmifiger Er- 
| wirmung vermieden. Die Elektroden aus Platinblech tauchten 
| in die beiden Endzellen. Ihr Abstand in Luftlinie betrigt etwa 
' 95cm. Durch genau in die Offnungen zwischen den Zellen 
| passende paraffinierte Segmente lassen sich die einzelnen Zellen 
| bei Beginn und Ende der Elektrolyse gegeneinander absperren. 
| Zur Elektrolyse selbst wurde z. B. der Apparat (der etwa 5 Liter 
_ Fliissigkeit faBt) mit Leitfihigkeitswasser beschickt und die zu 
_ elektrolysierende Giftfraktion (100—500 mg in Leitfihigkeitswasser 
| gelist) in eine der mittleren Zellen gegeben (vgl. die Fig. 1). 


) Vgl. Prausnitz-Reitstétter, Elektrophorese, Elektro-osmose, 


7 Elektrodialyse; Wissensch. Forschungsber., Naturwissensch. Reihe, 24, 
F 635 (1931). 


*) ZB. Maver u. Falk, J. of Immun. 14, 219 (1927); Theorell, 


E Biochem. Z. 275, 1 (1934); 278, 291 (1985); Gulland u. Mitarb., Biochemie. J. 
: 29, 2214 (1985); Balabucha-Popzowa, Gawrilon u. Rikalewa, Bio- 
4 chem. Z. 288, 62 (1985). 


*) Williams u. Mitarb., J. amer. chem. Soc. 53, 4171 (1931); 55, 2912 
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An die Elektroden wurde eine Spannung von 3000—3500 Vol 
Gleichstrom gelegt, die mit Hilfe eines Motoraggregates erzeugt 
wurde. Die Stromstirke betrigt zunichst 2—3 m-Amp., steigt 
allmahlich auf 15—20 m-Amp. (infolge Wanderung der gelistey 
leitenden Stoffe in die anderen Zellen) und sinkt gegen Ende de 
Klektrolyse wieder. Die Temperatur wird durch Kihlung mit 
Ventilatoren auf 20—25°, méglichst nicht iiber 30°, gehalten 
(Einzelheiten sind im Versuchsteil angegeben). 

Fir die Durchfiihrung der weiteren Elektrolyse haben wir 
zwei Wege eingeschlagen: entweder es wird bis zur Erreichung 
eines Endzustandes elektrolysiert. Ks besteht dann ein p,,-Gefille 
von der Kathode zur Anode von etwa p,,9—p,,4. Dies kann 






































durch Zugabe kleinerer Elektrolytmengen noch vergréfert werden, 
Die einzelnen Bestandteile des Ampholyten sollen sich dann in 
den Zellabschnitten anreichern, deren p,, ihrem iso-elektrischen 
Punkte entspricht}). (Entsprechend dem friher ermittelten iso- 
elektrischen Punkte von 7,1 fiir das reinste Neurotoxin A aus 
Naja flava sammelt sich das wirksamste Material in den zur 
Kathode hin liegenden Zellen.) Wir verwandten zunichst das von 
héher- und niedrigmolekularen Anteilen durch Dialyse und Ultra- 
filtration befreite rohe Neurotoxin der Naja tripudians. Eine 
besonders wirksame Reinigung lieB sich nach diesem Prinzip 
jedoch nicht durchfiihren. Ein anderer Weg war hingegen recht 
erfolgreich. Wir beniitzen hierbei lediglich die Wanderungs- 
geschwindigkeit der verschiedenen Anteile des vorgereinigten Giftes, 
In diesem Falle wird zuniichst genau so, wie oben angegeben, 
verfahren. Das durch Ultrafiltration und Dialyse vorgereinigte 
Neurotoxin (100—500 mg) befindet sich in Zelle V und wander! 
zur Kathode; und zwar wandern die inaktiven Begleitstoffe am 
schnellsten. Die Kathodenfliissigkeit wird in regelmaBigen 
Zwischenriumen entleert, im Tiertest ihre Wirksamkeit ermittelt 


1) Nach diesem Verfahren hat Williams bei der Reinigung de 
Pantothensiure gearbeitet. 
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0 Volt # und sodann vorsichtig im Vakuum eingedampft. Da die Strom- 
rzeust MF ctirke nur wenig tiber 15 m-Amp. steigt, so findet eine durch 
steigt 7 den ‘Tiertest erkennbare Schidigung der Wirksamkeit an der 
lésten J Kathode nicht statt. Wir haben uns im Sonderversuch auch 
de der JF davon tiberzeugt. Im Verlauf der 15—17 stiindigen Elektrolyse 
§ mit # jst so der gréBte Teil an Gifteinheiten in einzelnen Fraktionen 
halten aus der Kathodenzelle entnommen worden. In den Zellen II-VI 
| finden sich weitere, abnehmende Mengen. Wir sind auf diese Art 
N Wir 7% ju auBerordentlich wirksamen Priparaten gekommen, bei denen 
chung 1 ME. in 0,08 enthalten war (das von Wieland und Konz 
refille 7 aus Naja tripudians isolierte Neurotoxin hatte 1 ME. in 0,15 7). 
kann #% Kin noch wirksameres Priparat, das bis jetzt die Grenze des 
'yon uns erreichten Reinheitsgrades darstellt, wurde durch vor 
_Erreichung des Endzustandes abgebrochene Elektrolyse aus der 
' Zelle III erhalten. Es enthielt die ME. in 0,03 y, d. h. in einem 
| Milligramm sind 83000 ME., oder es kénnten mit 1 mg dieses 
Neurotoxin A aus Naja tripudians mehr als 2000 Mause von 16 g 
| cetotet werden. Leider sind diese hochaktiven Priparate fir die 
weitere chemische Bearbeitung zunichst noch wenig geeignet, da 
erden, M™ sie auch beim vorsichtigen Kindampfen im Vakuum an Wirksam- 
nn in ™ keit sehr stark verlieren (auch beim Ausschlu8 von Luft durch 
ischen ( \, oder bei Zusatz von Glycerin). Ebenso tritt in Lésung lang- 


1 iso. | same Abnahme der Wirksamkeit ein. Weitere Kinzelheiten dariiber 
\ aus ® im folgenden. Gelingt es somit, durch Elektrolyse Neurotoxin A- 
n zur /™ Fraktionen von Naja tripudians zu erhalten, die etwa 5mal so 
is vou [ Wirksam sind, wie die wirksamste Substanz von Wieland und 
Ultra. #% Konz, so ist natiirlich auch die Frage aufzuwerfen, ob das friiher 
Eine [& beschriebene Neurotoxin A aus Naja flava nicht noch weiter zu 
rinzip J telnigen ware. Wir halten dies fiir wahrscheinlich und werden 
recht @ dariiber spiter berichten. 

ung: Bei der elektrolytischen Reinigung konnten wir durch wieder- 
tiftes. J holte Anwendung des Ganges in kleiner Menge ein schon krystalli- 
‘eben, j™@ Siertes Neurotoxin gewinnen, das wir als Neurotoxin C bezeichnet 


inigte fF haben. Es zeigt die gleiche ateml’ahmende Wirkung, wie die 
ndert / \ecurotoxine A und B, besitzt aber eine wesentlich geringere 
e am j™ \irksamkeit: eine ME. findet sich in 6—9 y. Es enthalt ferner 
Bigen J luen recht betrachtlichen Teil Unverbrennliches. Die zur Ver- 
‘ittelt JF ‘igung stehende Menge des Neurotoxins C reichte bisher nicht 

aus, um die Asche einer Analyse zu unterwerfen. Als Hypothese 
» berec htigt ist die Annahme, daB es sich um Zinkoxyd handelt, 
E weil in der Asche eines durch Ultrafiltrieren gereinigten Giftes 


. 
bi 5 


o der 
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sich auf réntgenspektroskopischem Wege mehr als 60°/, Zn nach. 
weisen lieBen’), Fiir das Neurotoxin C berechnete sich so ay 
dem ZnO-Riickstande ein Gehalt an 


Zn 22,37; ferner C 25,7 H 3,83 N 6,04. 


Die gegeniiber den Neurotoxinen A und B recht geringe (wen 
auch der absoluten GréBe nach recht betraichtliche) Wirksamkej 
laBt die Méglichkeit zu, daB dem an sich nicht wirksame 
Krystallisat eine kleine Menge des hochwirksamen Neurotoxins 4 
anhaftet. Dagegen spricht jedoch, daB die Wirksamkeit trot; 
wiederholten Umkrystallisierens erhalten blieb. 

Mit Hilfe der Elektrolyse gelang es, auch einen weitere 
Beweis fiir die Reinheit des Neurotoxins B aus Naja flava m 
erbringen. Neurotoxin B wurde in Zelle V der Apparatur gebracht 
und einer Elektrolyse nach dem Geschwindigkeitsprinzip unter. 
worfen. Alle aus Zelle I (Kathodenraum) wahrend der Elektrolyse 
und nach deren Beendigung aus den iibrigen Zellen entnommens 
Fraktionen zeigten in Lésung innerhalb der Grenze der Versuchs. 
fehler die gleiche Aktivitiit wie das Ausgangsmaterial. Aber auch 
hier ergab sich, daB, im Gegensatz zum Ausgangsmaterial, nach 
dem Kindampfen die Wirksamkeit stark abgenommen hatte. 

Die weitere Untersuchung der chemischen Kigenschaften der 
Neurotoxine wurde z. T. an nicht reinem Neurotoxin A?) aus Naja 
flava, zum anderen Teil am nicht reinen Gemisch von Neuro 
toxin A und C aus Naja tripudians durchgefihrt’). Lediglich 
das Neurotoxin B aus Naja flava gelangte in reinem Zustande 
zur Anwendung. Das Fehlen hinreichender Mengen des nach dem 
friiheren Verfahren gereinigten Neurotoxins A aus Naja flava er 
laubte nur eine Kontrolle der an weniger reinem Gift gewonnenen 
Ergebnisse. Versuche an unreinem Neurotoxin sind jedoch grunt: 
sitzlich fiir die Kenntnis der chemischen Natur der prosthetische 
Gruppe von gleicher Bedeutung wie die an gereinigtem, solange ¢ 
sich um die irreversible oder reversible Inaktivierung durch chem 
sche Agentien handelt; denn die Wirkung des Naja-giftes ist fast aus- 
schlieBlich auf seinen Gehalt an Neurotoxinen zuriickzufiihren. 


1) Wir verdanken diese Bestimmung Herrn Dr. Hérmann im 
Mineralogischen Institut der Universitit Gé6ttingen. Schon Delezenne 
zeigte, daB sich in der Asche des rohen Giftes 15°/, Zink befinden. 

2) Der Gehalt an Neurotoxin B ist recht gering und mit Bezug au 
die Gesamtwirkung zu vernachliissigen. 

*) Ein dem Neurotoxin B aus Naja fiava entsprechendes Neurotoxin 8 
aus Naja tripudians haben wir bisher nicht dargestellt. 
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: konzentration, 2. Aufl., Berlin, 1933, S. 164. 
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In der vorigen Mitteilung*) wurde die Oxydation mit elemen- 


‘tarem Sauerstoff in alkalischer Reaktion bei Gegenwart von Cu’- 
katalysator beschrieben. Sie fiihrte zu einer Inaktivierung des Neuro- 
‘toxins auf etwa 50°/, seines Ausgangswertes. Die Inaktivierung 
‘war durch Reduktion mit Cystein in saurer Lésung reversibel zu 
gestalten. Diese Reaktionsfolge im Verein mit dem zunehmenden 
‘Schwefelgehalt bei zunehmender Reinigung war AnlaB zur Bildung 


der Arbeitshypothese, daB die aktive Gruppe des Neurotoxins A 


‘eine thiolactonartige Bindung enthielte. Fiir das Fehlen einer 
'S-S-Bindung sprach neben anderem auch die Feststellung, daB 
‘Cystein ohne KinfluB auf die Aktivitit des Giftes ist?) Die 
'welteren experimentellen Befunde sind mit der obigen Arbeits- 
“hypothese vertriglich, ohne sie endgiiltig zu beweisen. 


Oxydation in saurer Lésung. Waihrend die Oxydation mit 


‘elementarem Sauerstoff bei Gegenwart von Cu” nur in alkalischer 
Lisung vonstatten ging *), gelang es unter anderen Bedingungen, 
‘das Neurotoxin auch in saurer Lésung mit elementarem Sauer- 
‘stoff zu oxydieren. Notwendig ist dazu die Anwesenheit von 


iiberschiissigem Cupro-oxyd und von Cystein. Es ist sehr wahr- 


ischeinlich, daB diese Oxydation in noch unbekannter Weise an 
‘die des Cysteins zum Cystin gekoppelt ist. Cupro-oxyd allein, 
‘mit oder ohne Sauerstoff, ebenso Cystein allein, mit oder ohne 
Sauerstoff, sind auch in langen Zeiten ohne Einwirkung auf das 
; Neurotoxin’). Wird jedoch Neurotoxin bei Gegenwart eines Uber- 
schusses von Cu,O mit Cystein und einem kriftigen Strome von 
‘Sauerstoff behandelt, so ist innerhalb 15 Stunden die Wirksam- 
-keit so gut wie vollig verschwunden. Dabei ist die Geschwindig- 
»keit des Sauerstoffstromes fiir die Vollstindigkeit der Inaktivierung 
‘von entscheidender Bedeutung. Dies dirfte im Zusammenhange 
‘mit der von Michaelis und Flexner‘) gemachten Feststellung 
‘stehen, daB das Redoxpotential von Cystein an blankem Platin 


1) Micheel u. Jung, a. a. O. 
*) Insulin, fiir das eine -S-S-Bindung in der prosthetischen Gruppe 


j von vielen Seiten als gesichert angesehen wird, wird durch Cystein und 
}SH-Glutathion schnell inaktiviert [du Vigneaud, J. of biol. Chem. 94, 
F233 (1931)]. 


*) Micheel u. Jung, a. a. O. 
‘) Zur Verwendung gelangte zuniichst das native Gift aus Naja flava, 


‘dann fiir einzelne Versuche die Neurotoxine A und B aus Naja flava. 


*) J. of biol. Chem. 79, 689 (1928); Michaelis, Wasserstoffionen- 
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stark von der Geschwindigkeit des durchgeleiteten Stickstoff- 
Sauerstoffgemisches abhingig ist. Beim Schiitteln von Giftlisung 
mit Cu,O und Cystein in Sauerstoffatmosphire (Schiittelente) ode 
bei hohem Sauerstoffdruck im Autoklaven kommt die Oxydatio, 
nach kurzer Zeit zum Stillstand. Die Rolle des Cu,O ist. woh! 
so zu verstehen, daB sich nach der Gleichgewichtsgleichung 
Cupro + —S—S— "> Cupri + —SH 

immer wieder aus dem durch Oxydation gebildeten Cystin etyas 
Cystein zuriickbildet, dessen Oxydation die des Giftes induziert, 
Da der gesamte ProzeB recht verwickelt zu sein scheint, miisse, 
die (im Versuchsteil angegebenen) Reaktionsbedingungen sorgfiltig 
eingehalten werden. Dann gelingt die vollige Inaktivierung de 
Giftes immer. Glutathion wirkt ahnlich dem Cystein, wiihrend 
mit Ergothionein nur wenige Versuche ausgefiihrt wurden, die 
ein sicheres Urteil nicht erlauben. Bemerkenswert ist, dab dies 
oxydative Inaktivierung durch Zugabe von 1°/, Glycerin aw 
Lésung ausbleibt. Vermutlich spielt dabei die komplexbildend 
Fihigkeit des Glycerins eine Rolle. Ahnlich verhalten sii 
Glykokoll und Borsiure. Vielleicht findet so die schon linge 
bekannte Tatsache eine Erklirung, daB Glycerin auf Schlanger- 
giftlésung stabilisierend wirkt. 

Ahnlich dem Neurotoxin A und dem nicht gereinigten Git 
verhilt sich das Neurotoxin B. Nur geht die Oxydation bei ihu 
langsamer. 

Anders ist es mit der Reaktivierung des Oxydationsproduktes 
Sie ist nur in wenigen Fallen durch Reduktion mit Cystein ge. 
lungen (fast bis zur urspriinglichen Wirksamkeit). Da die Reaktions- 
bedingungen sich jedoch nicht sicher reproduzieren lassen, so mul 
dies weiteren Untersuchungen vorbehalten werden. 


Einwirkung von Bisulfit auf die Neurotoxine. Kinen weitere) 
Einblick in das Molekil der Neurotoxine erlaubt ihr Verhalte 
gegeniiber Bisulfit; (Hyposulfit wirkt ahnlich, vermutlich, weil 
in Wasser Sulfit bildet). Wiahrend Cystein auf die Neurotoxin 
ohne EinfiuB ist, tritt mit Bisulfit auch in verdiinnter Lisuvy 
schnell Reaktion ein, diese ist gekennzeichnet durch: 

1. Auftreten von SH-Gruppen; 

2. Ausfallen eines in Wasser unldslichen Niederschlages, de 


einen erhéhten Schwefelgehalt besitzt; 
3. Verschiebung der optischen Drehung in negativer Richtung 


4, Inaktivierung der Giftwirkung. 
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Versetzt man Neurotoxinlésung (etwa 1°/,ig) mit Bisulfit (Kon- 


yentration der Gesamtlésung an Bisulfit etwa 1°/,; p,, etwa 5—5,5), 


so lassen sich nach einigem Stehen mit Folinscher Phosphor- 


_ wolframsiure') SH-Gruppen an der Blaufairbung nachweisen®” **). 
| Neurotoxinlésungen der angegebenen Konzentration scheiden nach 


der Zugabe von Bisulfit im Laufe von mehreren Tagen etwa 60 °/, 


'ihres Gehaltes als in Wasser unléslichen Niederschlag ab, der 


nach griindlichem Auswaschen mit Wasser einen Schwefelgehalt 


von 5,7°/, (gegentiber 3,2°/, im Ausgangsmaterial) hat. Der neu 


eingetretene Schwefel ist als Derivat der schwefligen Siure ge- 
bunden: nach Auflésung und Verseifung mit verdiinnter Lauge, 
Ansiuern mit verdiinnter Salzsiure und Oxydation mit wenig 


| H,0, J&Bt sich SO,~~ nachweisen. (Blindproben beim Aus- 
; gangsmaterial negativ.) Das Auftreten von SH-Gruppen méchten 
'wir nicht als Nachweis einer —S—S-Bindung im Neurotoxin an- 
| sprechen’). Es zeigte sich namlich, daB das Lacton des Homo- 
| cysteins4), das in Wasser keine Reaktion mit Phosphor-wolfram- 
| siure gibt, nach der Behandlung mit Bisulfit intensive Blaufirbung 
mit diesem Reagens zeigt. 


Der Thiolactonring wird also, vielleicht nach folgendem Schema, auf- 


| gespalten : 


H,C—CH,—CH(NH,)—C=0 
| | + H,80, = H,C—CH,—CH(NH,)—C=0 





amen | 
--§0,H OH 
H OH 
; Weniger in Frage kommen die Méglichkeiten 
| H,C—CH,—CH(NH,)—C——O H,C—CH,— CH(NH,)—C=O 
; | |: oder | 
SH O-:-SO,H SH SO,H 
H : OH 


'! Bereitet nach Folin, J. of biol. Chem. 106, 311 (1934). 
*) Die Blaufirbung ist wesentlich intensiver als die auB8erordentlich 


| schwache der Blindprobe mit Bisulfit der angegebenen Konzentration und 
_ Phosphorwolframsiiure. 


**) Wie friiher mitgeteilt, gibt das mit KCN behandelte Neurotoxin mit 


| Nitroprussid-natrium keine Violettfarbung. Da wahrscheinlich bei der KCN- 
| Aufspaltung ebenfalls SH-Gruppen auftreten, liegt hier eine ahnliche Ver- 
| schiedenheit im Verhalten vor, wie sie von Schéberl, Ber. chem. Ges. 70, 
| 1422 (1937) bei der a-Sulfhydrylzimtsiure oder der Thio-hydracrylsiure 
| Segeniiber beiden Reagentien festgestellt wurde, bei letzterer im um- 
' gekehrten Sinne. 


*) Vgl. Schéberl, Ber. chem. Ges. 70, 1422 (1937). 
‘) du Vigneaud u. Mitarb., J. of Biol. Chem. 112, 149 (1935). 
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Diese Aufspaltung mit Bisulfit geht wesentlich schneller vor sich aj 
die nur duBerst langsame Hydrolyse des Lactonringes bei gleichem Dy 
Auch letztere 14Bt sich mit Folins Reagens nachweisen. 

Eine ahnliche Struktur als Derivat der thio-schwefligen Siure 
modchten wir fiir die unléslichen Verbindungen, die sich aus dep 
Neurotoxinen oder auch aus den anderen erwahnten EKiweiBstoffer 
bilden, annehmen, sei es, daf diese durch Aufspaltung einer —S-S. 
oder einer Thiolactonbindung entstanden sind. Lést man z. B. das 
unlésliche Derivat aus Neurotoxin A mit Alkali und siuert an, 
laBt sich, wie oben erwadhnt, schweflige Siure nachweisen. Aber 
auch das Auftreten einer Thiolgruppe nach der Verseifung ist mit 
Phosphor-wolframsaure einwandfrei festzustellen. Diese Sultit. 
derivate der Proteine sind Gegenstand weiterer Untersuchungen, 
Parallel mit dem Auftreten der SH-Gruppen bei der Bisulfit. 
behandlung der Neurotoxine findet eine Verschiebung des Dreb- 
wertes zur negativen Seite unter gleichzeitiger Abnahme der Git. 
wirkung statt. Die Fig. 2 u. 3 zeigen beide Vorginge. Bei der Be- 
stimmung der Drehwertsanderung ist es erforderlich mit Lésungen 
von 0,1°/, zu arbeiten (vgl. Versuchsteil), um das Ausfallen eines 
Niederschlages zu verhindern. Die dadurch bedingte VergréBerung 
der Fehlergrenze laBt sich durch Verwendung eines 2-dm-Rohres 
z. T. ausgleichen. Die weitgehende Parallelitit zwischen Inakti- 
vierung und Drehwertsinderung’) zeigt, daB beide Beobachtungen 
auf die gleiche Reaktion, nimlich einen unmittelbaren Angrif 
des Bisulfits an der prosthetischen Gruppe, zuriickzufiihren sind. 
Da es ferner sehr wahrscheinlich ist, daB das Bisulfit an einer 
S-haltigen Gruppe angreift, mu8 man darin im Verein mit den 
friheren Ergebnissen ein neues Argument erblicken, da der 
Schwefel maBgebend an der prosthetischen Gruppe beteiligt ist 
Hervorzuheben ist, daB das Neurotoxin B durch seine grobere 
Umsatzgeschwindigkeit vor dem Neurotoxin A ausgezeichnet ist 
Dies ist um so mehr zu beachten, als bei der Oxydation i 
saurer Lésung gerade das Neurotoxin B erheblich langsamer als 
A angegriffen wurde. 

DaB die Umsetzung mit Sulfit in anderer Weise als bei einiget 
anderen, darauf hin untersuchten EiweiBstoffen vor sich gelt, 
zeigten folgende Beobachtungen: Serumalbumin und Pepton ¢ 
leiden trotz des Auftretens von SH-Gruppen aus S—S-Gruppel 


1) Die damit verbundene, qualitatiy nachweisbare Zunahme der Phos 
phor-wolframsiure-reduktion konnte aus technischen Griinden bisher noch 
nicht quantitativ erfolgen. Dies wird jedoch baldigst geschehen. 
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sich als HF keine merkliche Drehwertsiinderung wihrend der Reaktion unter 
“™ Pu He den gleichen Bedingungen. Auch das Antiaris-eiweif !) [ein krystalli- 
om ' siertes EiweiB aus dem Safte von Antiaris toxicaria mit einem 
, ee | Gehalt von 7°/, Schwefel?)] gibt trotz Auftretens von SH-Gruppen 
an fin ' bei der Einwirkung von Bisulfit keine Drehwertsinderung. Damit 
wg “l @ verliert die Vermutung von Wieland’), da8 sich Neurotoxin und 
rei ' das physiologisch unwirksame Antiaris-eiweiB wegen ihres hohen 
+ das ' Schwefelgehaltes nahestehen, an Wahrscheinlichkeit. 
an, 80 g 
Aber j Wir haben ferner das Verhalten des Insulins bei der Einwirkung von 
Nie : Bisulfit optisch untersucht. Fiir das Insulin gilt das Vorliegen einer S-S- 
ist mit ' Bindung in der aktiven Gruppe als gesichert*). Insulin wird durch Sulfit 
Sulfit © inaktiviert®), wobei, wie wir fanden, sich SH-Gruppen mit Folins Reagens 
ungen, J nachweisen lassen. Zur Verfiigung stand uns ein Insulin, das 10 E in 1 mg 
isulfit. ME cuthielt®) (gegentiber 24 E/mg bei krystallisiertem Insulin). Die Einwirkung 
Tek yon Bisulfit geschah unter denselben Bedingungen wie bei den Neurotoxinen. 
“ " &® Da auch hier mit Bisulfit leicht eine unlésliche Verbindung ausfillt, muBte 
r Gilt. | ebenfalls in groBer Verdiinnung gearbeitet werden. Dabei zeigte sich, 
er Be- #% daf der Drehwert des Insulins sich nur um einen geringen Betrag (der 
sungen | aber gerade an der Fehlergrenze liegt) in negativer Richtung verschiebt. 
eines | Gleichzeitig konnte das Auftreten von Thiolgruppen mit Folins Reagens 
; ' nachgewiesen werden.. Wenn auch diese Beobachtung nicht an reinem 
CrUuns @® Insulin durchgefihrt wurde, so laBt sich doch das unterschiedliche Ver- 
Rohres MF halten des Insulins gegentiber den Neurotoxinen unter gleichartigen Be- 
‘nakti- F dingungen erkennen. 
ungel sali . . ‘ 
Lnoviff Inaktivierung mit verschiedenen Agentien. 
5 —- . . . vT . 7 
. sind Ahnlich der Inaktivierung der Neurotoxine durch Bisulfit- 
einer [™ spaltung fiihrt auch diejenige mit Alkali zu einer starken Dreh- 
it den #™ wWertsverschiebung in negativer Richtung. Der Endwert ist etwa 
B der ™ der gleiche, wie der mit Bisulfit erreichte. Da ein mit Alkali 
gt ist, MR (n/10, 22” bei 50°) inaktiviertes Gift mit Bisulfit weder eine weitere 
rébere Drehwertsinderung erfihrt noch ein unlésliches Derivat bildet, 
et ist. J darf man annehmen, daB beide Agentien an der gleichen Stelle 
ion in | ‘es Molekiils angegriffen haben. Auch Abreicherung der Wirksam- 
er als ( eit, wie sie Neurotoxinfraktionen nach der Elektrolyse beim 
inigel ') Fiir eine Probe dieses Stoffes sind wir Herrn Geheimrat Kiliani 
ceht, ME 2" stobem Dank verpfiichtet. 
' 2 *) Es lassen sich daraus etwa 10°/, Cystin isolieren [Kotake u. Knoop, 
nt HE Diese Z. 7, 488 (1911). 
uppel *) Wieland u. Konz, a. a. O. 
4 ‘) Freudenberg u. Wegmann, Diese Z. 235, 159 (1935); Miller u. 
Phos J ‘du Vigneaud, J. of Biol. Chem. 118, 101 (1937). 
r noch ’) Freudenberg u. Wegmann, a. a. O. 162. 





*) Wir verdanken das Insulin der Schering-Kahlbaum A.-G. 
loppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCXLIX. 12 
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Kindampfen zeigen, fihrt zu stirker negativen Drehwerten, 
nach dem Grade der Inaktivierung. Etwas anders verliuft dj 
Hydrolyse mit Saiure (n/10 bei 50°). Wie schon friiher mitgetej}; 
wurde, erfolgt die Inaktivierung wesentlich langsamer als ji 
Alkali der gleichen Konzentration. Ferner findet bei der Siiure. 
einwirkung eine Drehwertsinderung statt, die im Vergleich x 
den Inaktivierungen mit Alkali oder Bisulfit der Abnahme de 
Wirksamkeit weit vorauseilt. Die Saure greift also wohl siche 
noch an einer zweiten Stelle des Molekiils an, die nicht in de 
prosthetischen Gruppe liegt, aber auf die Drehung von Einfluf ist 

Was die Frage nach der ,,Selbstinaktivierung“ betrifft, die 
die héchstaktiven Priparate des Neurotoxins A oder das Neur.- 
toxin B nach der Elektrolyse in verschiedenem AusmaBe erleiden, 
so kann folgendes gesagt werden: die Instabilitét ist keine Folg 
einer modglichen kathodischen Reduktion: auch Fraktionen, dic 
mit der Kathode nicht in Beriihrung gekommen sind, zeigen bein 
Eindampfen eine Inaktivierung. Hingegen deutet einiges darau 
hin, daB bei der Elektrolyse ein Stoff aus dem Gifte entfernt 
oder durch sie verindert wird, der fiir seine Stabilitét von Be. 
deutung ist. Die Vermutung, da8 es Schwermetallionen, wabr- 
scheinlich Zinkionen seien, iihnlich wie die Stabilitét des Insulins 
besonders von der Anwesenheit von Zink abhingt), erwies sich 
nicht als richtig; denn auch die ersten Lésungen aus der Kathoden- 
zelle, in denen sich die Kationen anreichern, waren beim Ei- 
dampfen instabil; ebenso war der Zusatz kleiner Mengen Zink-ion 
ohne EinfluB auf die Abreicherung. Wir haben daraufhin alle 
Fraktionen einer 10 stiindigen Elektrolyse vor dem EKindampie 
vereinigt, und durch den Tiertest festgestellt, daB eine Abreicherung 
nicht eingetreten war. Diese Lisung wurde sodann wie iblich 
i. V. eingedampft. Es zeigte sich, daB auch hier eine gewiss¢, 
wenn auch schwichere Inaktivierung eintritt?). Die Art dieser 
Stabilisierungsvorginge ist also weiter zu priifen. 

Die Befunde der chemischen Untersuchung lassen sich dahin 
zusammenfassen, daf der Schwefel maBgebend an der aktiven 
Gruppe beteiligt ist, und da der Schwefel wahrscheinlich nicht 
als Disulfidschwefel sondern eher thiolactonartig gebunden vorliegt. 
Gegen eine Disulfidbindung spricht unter anderem die villige 
Bestindigkeit gegen Cystein oder Glutathion. Umgekehrt ist nach 


1) Sayhun, Goodell u. Nixon, J. of Biol. Chem. 117, 685 (1927) 
2) Es wurde natiirlich festgestellt, daB nicht eine fliichtige, aktive Ver 
bindung die Ursache der Abreicherung ist. 
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© der Bisulfitspaltung leicht eine Thiol-gruppe nachzuweisen. Die 
' Annahme einer thiolactonartigen Bindung mu8 aber dahin ein- 
’ geschriinkt werden, daB auch eine andersartige Atomanordnung 
E nicht ausgeschlossen ist. Zu denken wire an die Méglichkeit einer 
" thiazolidinartigen Struktur, wie sie durch Kondensation von Al- 
4 dehyd-gruppen mit Cystein auftritt1). Solche Thiazolidinderivate 
' haben eine gewisse Ahnlichkeit mit den Neurotoxinen hinsichtlich 
| ibres Verhaltens gegen Sture, Oxydation und Bisulfiteinwirkung. 


Ks wurde in der letzten Mitteilung die Ansicht geiuBert”) 


' daB die Schlangengifte zwar chemisch den EiweiBstoffen nahe- 
| stehen, sich aber durch eine bestimmte Struktureigentiimlichkeit 
' yon ihnen grundsitzlich unterscheiden miBten. Die in der vor- 
| liegenden Mitteilung beschriebenen Befunde sprechen weiter in 
| diesem Sinne. Die andere Méglichkeit, daB die Schlangengifte (und 
| dasselbe triife fiir eine Reihe anderer physiologisch aktiver Ki- 
| weibstoffe zu) aus den gewohnlichen Aminosiuren polypeptidartig 
' aufgebaut sind, und daB lediglich deren besondere Reihenfolge 
| die Giftwirkung des Gesamtmolekiils bedingt, hat von vornherein 
| das geringere MaB von Wahrscheinlichkeit fiir sich (um so mehr, 
| als die Zahl der EiweiBstoffe, die lediglich aus Aminosiuren auf- 
| gebaut sind, sich mit fortschreitender Kenntnis vom Bau der 
_ EiweiBstotte als wesentlich geringer, als friiher angenommen wurde, 
| erwiesen hat), Sie ist nach unseren jetzigen Befunden mit Bezug 
_ auf die Neurotoxine wohl als sehr unwahrscheinlich zu bezeichnen. 


Versucht man an Hand der bisherigen Ergebnisse der che- 


| mischen Erforschung die Frage nach der Art der Wirkung der 
| Schlangengifte auf den tierischen Organismus zu beantworten, 
' so kann man iiber die Stufe einer Hypothese natiirlich noch nicht 
| herausgelangen. Die auferordentlich groSe Aktivitit der Neuro- 
| toxine deutet jedoch darauf hin, daB ihrer Wirksamkeit katalysen- 
_ ibnliche Vorginge zugrunde liegen. Die groBe Reaktionsfihigkeit 
' ihrer aktiven Gruppe spricht in diesem Sinne. Man kann an ein 
| Eingreifen der Neurotoxine in Oxydations-Reduktionsprozesse 
| denken, sei es, daB sie andere Katalysatoren inaktivieren, sei es, 
_ daf sie kérperschidliche Prozesse katalysieren. 


Fir die Unterstiitzung der Untersuchungen sind wir der 


q Deutschen Forschungsgemeinschaft (Rochefonds) und 
| der Firma C. F. Boehringer u. Séhne, Mannheim-Waldhof, 


1) ‘eins u. Clark, J. amer. chem. Soc. 59, 200 (1937). 
*) Micheel u. Jung, Diese Z. 239, 223 (1936). 


12* 
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zu groBem Danke verpflichtet. Ebenso dankt der eine von x; 
(G.B.) der IG. Farbenindustrie fiir ein Stipendium. Bj; 
der Durchfithrung der Tierversuche wirkte wiederum Friulejy 


K. Hettmer mit. 
Versuche. 

Neurotoxin B aus Gift von Naja flava. Die bei der Isolierung dq 
Neurotoxins A‘) anfallenden, in wiBrigem Alkohol leichter léslichen wy; 
weniger wirksamen Anteile (1 ME. = 1,0—2,5 y) werden zunichst einer mehr. 
maligen Umfallung aus Wasser mit Alkohol unterworfen. Dabei werdy 
alle in 75°/,igem Alkohol léslichen Fraktionen vereinigt und einer weitere: 
fraktionierten Fillung aus Wasser mit Aceton unterworfen. Man erhiilt 
in einer Ausbeute von etwa 40°/, des Ausgangsmaterials einen Stoff, der 
durch fraktionierte Fillung nicht weiter zerlegt werden kann: das Neur. 
toxin B. Er enthilt eine ME. in ly. Der in der vorigen Mitteilung') a 
gegebene Dialysenkoeffizient (0,11) li8t im Vergleich mit dem Clupein (0,03) 
auf ein Mol.-Gew. von 2500—3000 schlieBen. Zur Analyse wurde im Hoch. 
vakuum bei 35° getrocknet. 

3,100 mg Subst.: 5,420 mg CO,, 1,980 mg H,O; 0,036 mg Rickst. - 
3,210 mg Subst. : 0,414 ccm N, (22°, 739 mm). — 4,830 mg Subst. : 1,740 mg Ba80, 


Gef. C4768 H7414 N 14,51  S 4,95. 
Die Elektrolyse des Neurotoxins B siehe S. 173 (Tab. 4). 


Oxydation der Neurotoxine aus Giften von Naja flava. Es werda 
Versuche aus gréBeren Versuchsreihen beschrieben: 

Natives Gift: 1,036 mg Gift (1 ME.=0,5 7) und 1,0 mg Cystein 
hydrochlorid werden in 10 ccm W. gelist und 5—10 mg fein verteilte: 
Cupro-oxyd hinzugegeben. Dann wird ein kriiftiger mit Wasserdampf ge- 
sittigter Sauerstoffstrom, der das Cu,O aufwirbelt, hindurchgeleitet. Nach 
14 Stunden wird aufgearbeitet. Die Substanz ist in Gaben von 5007 bei 
der Maus von 16g vdéllig unwirksam: 1 ME. mehr als 31 y (weniger al 
1,8°/, Wirksamkeit von der des Ausgangsmaterials). 

NeurotoxinA (Naja flava). 2,352 mg Neurotoxin A (1 ME. = 0,12) 
werden in 5 cem Wasser gelést und nach Zugabe von 3 mg Cu,O und 1m 
Cystein-hydrochlorid behandelt, wie beim vorigen Versuche angegeben. Nac! 
8 stiindigem Durchleiten von Sauerstoff ist die Wirksamkeit auf 1 ME. = 3; 
gefallen (4°/, des Ausgangswertes). 

Neurotoxin B. Die Oxydation des Neurotoxins B wird unter del 
gleichen Bedingungen, wie oben angegeben, ausgefiihrt. Sie ist erst nacl 
24—48 Stunden vollendet. 

d.l.m. des Ausgangsmaterials: 1 ME. = 1 | 

d.l.m. nach beendigter Oxydation: 1 ME. = 13 y (weniger als $ 
der anfiinglichen Wirksamkeit). 


Reduktion des Oxydationsproduktes mit Cystein. Oxydation v0 
nativem Gift der Naja flava (1 ME. = 0,5 y) nach dem oben beschriebené! 


1) Micheel u. Jung, a. a. O. S. 228; das Neurotoxin B wird dort # 
Fraktion D bezeichnet. 
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F Das 


— Summe: 


1. bei Gegenwart von Luft in einer Flasche geschiittelt 


4 stehen gelassen (unter N,). 


d.|.m. vor Beginn der Einwirkung: 
d.l.m. nach 15stiindigem Schiitteln: 


d.1].m. vor Beginn des Versuches: . 
d.l.m. nach 50stiindigem Schiitteln: 


a. 
~e 
~ 


30 Stunden geschiittelt: 


d. 1. m. vorher: 


d.l.m. nach Beendigung ‘des Versuches: 
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4 B Verfahren fiihrte zu einem Material, das 1 ME. in 6,0 y (etwa 8°/, der ur- 
4 | spriinglichen Wirksamkeit) besab. Die Lésung dieses Stoffes wurde mit 
Stickstoff gesittigt und mit tiberschiissigem Cystein- -hydrochlorid iiber Nacht 
Die Lésung hatte jetzt 1 ME. in 0,947. Die 
' Reproduktion dieser Reaktion gelang nur in wenigen Fiillen. 


Oxydationsversuche unter anderen Bedingungen. Natives Gift 
Gift wird mit Cystein-hydrochlorid und Cu,O in Wasser oxydiert: 


0,55 y = 1 ME. 


0,60 y = 1 ME. 


2. in einer Schiittelente 50 Stunden unter Sauerstoff geschiittelt: 


0,55 y = 1 ME. 


0,60 y = 1 ME. 
im Schiittelautoklaven unter Sauerstoff von 7,5 Atm. 


0,55 y = 1 ME. 
0,90 y = 1 ME. 


4. im Schiittelautoklaven wie voriger Versuch, aber 50 Atm. und 
48 Stunden: 
d.1.m. vor dem Versuch: 
d.1.m. nach dem Versuch: 


Elektrolysen. 


0,55 y = 1 ME. 


1,9 y= 1 ME. 


Die Ergebnisse einiger Elektrolysen sind in folgenden Tabellen 


' zusammengefaBt (1—4): 


Tabelle 1. 


3 Ausgangsmaterial: 250 mg Gift von Naja tripudians (ultrafiltriert, dialysiert) 
pd. i. m. 











0,27 y. 980000 ME. Substanz in Zelle VIla gegeben. Dauer der 
Elektrolyse 15 Stunden. 
Ent- Einheiten (ME.) Wirkeamkeit ; 
nommen|! Subst. v. d. Kin-| n. d. Ein- 
nach | in mg | y, d, Ein- | n. d. Ein- — | — 
winnie ——" dampfen (1 ME. in 1”) 
+ /Fraktion I 3 13,0 14000 14000 0,93 7 0,93 
Z| » a 5, | 26,2 85000 ne -_ i —-_ 
N Til 8 42,8 138000 — 0,31 — 
2} . IV] 10%/,] 36,7 | 216000 | 108000 0,17 0,34 
= Vi 15 38,0 | 211000 ‘ie 0,18 ae 
Zelle II] 15 21,6 144000 | 90000 0,15 0,24 
II} 15 3.8 21000 a 0,18 — 
IV 15 6,9 18000 — 0,38 — 
Vi 15 16,5 32000 | 29500 0,52 0,56 
VI} 15 35,9 | 128000 — 0,28 a 

















| 241,4 |1007000 
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Tabelle 2. 


Ausgangsmaterial: durch Elektrolyse vorgereinigtes Gift von Naja tripudians 


96,2 mg d. 1. m. 0,29 y. 334000 ME. Substanz in Zelle Vb gegeben. 
Dauer der Elektrolyse 25 Stunden. 





ee 


























Ent- Sinheiten (ME) Ay nape 
Vv. In-| n. d. Ein. 
Aus Zelle I ;!Omnen scene dampfen | Hee 
nach | in mg | y, d. Ein-|n. d. Ein- | 
Stunden dampfen | dampfen (1 ME. in ») 
Fraktion I 2 13,8 _ — — | Se 
, 4 7,9 13000 5500 0,61 | 1,45 
, Il 64/,] 35,0 | 130000 | 97000 0,27 0,36 
», a 12 30,8 | 119000 | 98000 0,26 | 0,33 
._ = 17/,] 4,2 54500 | 16200 0,078 | 0,26 
Ue VI 25 7,6 a ive = ee ee — 
Summe: | | 99,3 | 316500 | 211700 | 


Tabelle 3. 


Ausgangsmaterial: 504 mg Gift von Naja tripudians (ultrafiltriert, dialysiert 
d.l.m. 0,225 y. 2240000 ME. Gift in Zelle III gegeben. 
Dauer der Elektrolyse 10 Stunden. 























Inhalt Einheiten (ME.) Wirksamkeit 
Substanz vor dem nach dem 
vere Eindampfen | Eindampfen 
Zelle in mg vor dem nach dem ete 
Eindampfen | Eindampfen (1 ME. in y) 

I 272,4 142000 ~ 1,92 | _ 

IT 172,2 783 000 308000 0,22 0,56 
Ill 38,2 1105000 63.000 0,03 0,53 
IV 12,8 37000 se 0,35 

V 9,2 — — ~— — 

VI 8,3 - — 
| 508,1 | 2067000 | | 


Abnahme der Wirksamkeit beim Eindampfen elektrolysierter 
Losungen. 50,5 mg Neurotoxin A aus Naja tripudians (d. 1. m. 0,33 7) werden 
in Zelle Vb gegeben und einer Elektrolyse von 10 Stunden Dauer unter- 
worfen. Sofort nach Beendigung der Elektrolyse werden die Lésungen 
aller Zellen vereinigt, ihre Wirksamkeit bestimmt und sodann im Vakuum 
eingedampft. 


Ausgangsmaterial d. 1. m. 0,33 7 . 152000 ME. 


Lésung nach der Elektrolyse d. 1. m. 0, 33 7. boca. aa 
Riickstand nach dem Eindampfen d.J.m. 0,477... . . . - 108000 ML 


Umsetzungen mit Bisulfit. — a) Darstellung des Derivats mi 
schwefliger Siure. 380mg nicht reines Neurotoxin A (Naja tripudians: 
ultrafiltriert, dialysiert) werden in 2 ccm Wasser gelést und 30 mg Natrium 





y 


a 
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Tabelle 4. 




















ipudian, Ausgangsmaterial: 254 mg Neurotoxin B (Naja flava) d. 1. m. 1 y. 254000 ME. 
eben, Gift in Zelle V — Dauer der Elektrolyse 14 Stunden. 

: Ent- Einheiten (ME.) Wirksamkeit ’ 
ikeit 4 nommen Subst. V. d. Ein- | n. d. Ein- 
1. d. Ein. = - 1 7 dampfen | dampfen 
Jampfen nac in mg | v. d. Ein- | n. d. Ein- |—— ‘ 
* Stunden dampfen | dampfen (1 ME. in 7) 

| _ (Fraktion I 3 17,0 | 16000 | 7200 1,062) | 2,38 

~— Y , B D 44,8 47700 21800 0,94 2,06 

1,45 3) » 7 86,2 76300 | 22700 1,13 3,8 
0,36 NS ~ 9 46,0 47500 18400 0,97 2,5 
0,33 eee see 29,4 | 25600 16 800 1,15 1,75 
0,26 , ° VI} 13 1,2 —) |; - — - 
- ; Zelle I 13 3,4 — — = — 
_ Il 13 2,2 — —_— — ae 
IV 13 1, 1 — | — a 
ae 13 6,8 — — — _ 
, VI} 18 | 134 fo — — | — 
en 2 | | 251,1 | 213100 | s6900 | 
> bisulfit in 1 cem Wasser hinzugefiigt. Nach 4stiindigem Stehen ist die 
t ™ B Hsuptfilinng abgeschieden. Es wird ‘zentrifugiert, der Niederschlag mehrere 


‘ Male mit Wasser dann mit Aceton gewaschen und getrocknet. Ausbeute 
n dem ' etwa 15mg. Aus der Mutterlauge fallen bei Leeper Stehen weitere 


ampfen ' Mengen aus. Die Lésung gibt mit Phosphor-wolframsiure kriiftige SH- 
, | Reaktion. Der Niederschlag ist in Wasser und verdiinnten Siuren un- 
| lislich, dagegen léslich in verdiinntem Alkali, besonders in der Wiirme. Zur 
ie ; Priifang auf gebundene schweflige Siure wird in verdiinntem Alkali gelést, 
156 | schwach erwiirmt und wieder angesiuert (HCI). Die Lésung bleibt klar. 
93 | Nach Zugabe einiger Tropfen 3°/,igen Wasserstoffsuperoxyds und leichtem 
- | Erwirmen werden durch BaCl, SO,-Ionen nachgewiesen. Das nicht mit 
“a _ Sulfit behandelte Neurotoxin gibt nach gleicher Vorbehandlung keine SO,- 
- Keaktion, 
Zur Analyse wird das Derivat im Hochvakuum getrocknet. 
sierter 4,926 mg Subst.: 2,045 mg BaSQ,. Gef. S 5,70. 
werden In hnlicher Weise li8t sich das Neurotoxin B aus Naja flava-Gift mit . 
unter: 4 Natriumbisulfit ausfiillen. 
sungel Oe b) Drehwertsinderung und Inaktivierung. Um die Drehwerts- 
akuum _ inderung bei der Sulfiteinwirkung verfolgen zu kénnen, mu8 mit Neuro- 
s toxinkonzentrationen gearbeitet werden, bei denen Niederschlagsbildung 
00 ME. ' hoch nicht eintritt. 
00 ME. sh 
00 ML. | ') In Lésung nicht zu bestimmen. 
ts mit ] *) Die Fehlergrenze bei der Ermittlung der Wirksamkeit ist hier 
\dians; : griBer, weil auBer der des Tiertestes auch die Fehler des priparativen 


trium- Arbeitens hinzukommen (Volumenmessung, Nachspiilen usw.). 





Es wurden angewandt: 


F. Micheel, H. Dietrich und G. Bischoff, 
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Priparat 


Neurotoxin A (Naja 
flava) (nicht rein) . 
Neurotoxin B_ (Naja 
BO ica is & 
Neurotoxin A (Naja tri- 
pudians) (nicht rein) 





Ei scnsmnene 
pean NaHSO, | drehwert 
i */, in °%/, [a]p 
0,145 0,057 — 6° 
0,145 0,057 — 6° 
0,186 0,05 —12,7° 
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Anderung 
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u. der Wirk. 
samkeit 
in Figurey 





Der Verlauf der Drehwertsiinderung und der Abnahme der Wirksan. 


keit ergibt sich aus den Figuren 2 und 3. 


Alle Lésungen gaben nach 
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Fig. 2. Anderung des Drehwertes bei der Einwirkung von NaHSO;. 
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Fig. 3. Abnahme der Wirksamkeit bei der Einwirkung von NaHS0O,. 


Beendigung der Reaktion und Zugabe von Acetatpuffer (p;, 5,0—5,3) deut: 


liche Blaufirbung mit Folins Reagens. 


gewandten Sulfitkonzentration ganz auBerordentlich schwach. 


Einwirkung von Bisulfit auf andere Proteine. — a) Eiweif aus 
Antiaris toxicaria. Bei der Einwirkung von Bisulfit konnte auch bei 
héheren Konzentrationen nicht die Bildung eines schwer léslichen Derivates 


Die Blindprobe ist bei der av 
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: peobachtet werden. Die zur Drehung verwandte Lésung enthielt 0,8 °/, 
4 EiweiB und 0,4 °/, NaHSO,; Linge des Rohres 2 dm. 


Anfangsdrehwert: [a]p = — 16,3 + 1,2° 
nach 24 Stunden: [a]) =— 16,3 + 1,2° 


Reaktion mit Folins Reagens nach Zugabe von Acetatpuffer stark positiv. 
b) Serumalbumin. Das krystallisierte Albumin aus Pferdeblut wurde 


: durch Elektrodialyse gereinigt. Mit héheren als den im folgenden an- 
| gegebenen Konzentrationen entstehen schnell Niederschlige. Die Dreh- 
| lésung enthielt: Albumin 1°/,; NaHSO, 1°/,. 


iw 
i 


‘irksam- 
n nach 


Anfangsdrehung: [o]p =— 46°+1° 
nach 24 Stunden: [a]p =— 48°+1° 
Die Reaktion mit Folins Reagens, wie oben ausgefiihrt, war positiv. 


c) Pepton. Zur Verwendung gelangten Spezial-Pepton [Witte')] 


' und Fleisch-Pepton (Witte). Die Drehlésung enthielt 0,5°/, Pepton und 


0,5°/, NaHSO,. Fleisch-Pepton: 
Anfangsdrehung: [a]p =— 60° + 2° 
nach 24 Stunden: [a]p =— 58° + 2° 


Das Spezial-Pepton verhielt sich ganz analog. Beide Priiparate gaben 


’ nach der Behandlung mit Bisulfit positive Thiolreaktion mit Folins Reagens. 


d) Insulin. Das Insulin enthielt 10 E. in 1 mg. Infolge der leichten 


| Ausfillbarkeit mit Bisulfit muBten die folgenden geringen Konzentrationen 
f gewihlt werden: 


Insulin: 0,29°/); NaHSO, 0,29°/,. 
Anfangsdrehwert: [e]p = — 48,2° + 3,5° 
nach 16 Stunden: [e}]p = — 55,1° + 3,5° 
nach 24 Stunden: infolge beginnender Ausfillung war 
eine Ablesung nicht mehr mdglich. 
Inaktivierung mit Alkali und Saure. a) In alkalischer Lésung: 
20,39 mg Neurotoxin A (Naja tripudians; ultrafiltriert und dialysiert) werden 


in 3eem n/10 Natronlauge im Brutschrank auf 50° erwiirmt. 
Anfangsdrehwert (nach 15 Minuten): [a]p = —13,2° + 0,7° 
nach 22 Stunden: ..... . . [@]p =— 41,2° + 0,7° 
Das Neurotoxin war jetzt mit 500 y fiir die 16 g-Maus vollig unwirksam. 


Die obige Lésung wurde mit Siure neutralisiert und mit 0,64 mg NaHSO, 
pro cem Lésung versetzt. Der Drehwert [a]p = — 41,1° + 2,4° dnderte sich 


© auch in 24 Stunden nicht. 


b) In saurer Lésung: Entsprechend den friiher mitgeteilten Beob- 
achtungen wird das Gift durch Siure wesentlich langsamer inaktiviert als 


F durch Alkali. 16,34 mg Neurotoxin A (Naja tripudians; ultrafiltriert, dialysiert) 


) deut i 
er an- 


B aus 
ch bei 
“ivates 





_ werden in 3,0 cem n/10 Schwefelsiure im Brutschrank auf 50° erwiirmt. 


Anfangsdrehwert: [o]p =— 13,7° d.l.m. 1 ME. = 0,24 7 
nach 22 Stunden: [e«]p =— 22° d.l.m. 1 ME. = 0,347 
nach 44 Stunden: [«]Jp =— 26° d.l.m, 1 ME. = 0,42 y. 


') Wir sind der Firma Witte-Rostock fiir die Uberlassung dieser 


- Peptone zu Dank verpflichtet. 
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Uber das antirachitische Vitamin aus Bluefin Thune-leberi], 


Von 


Hans Brockmann und Anneliese Busse. 


(Aus der Biochemischen Abteilung 
des Allgemeinen Chemischen Universititslaboratoriums in Géttingen.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 4. August 1937.) 


Von den vier heute bekannten antirachitischen Vitaminen ist 
bisher nur das von Windaus dargestellte Vitamin D,?) in der 
Natur aufgefunden worden. Es konnte als 3,5-Dinitrobenzoyl. 
verbindung aus Thunfisch- und Heilbuttleberél abgetrennt werden’, 
Fir Vitamin D, und das Vitamin D aus 7-Dehydro-sitosterin' 
laBt sich ein Vorkommen in Naturprodukten mit groBer Sicher. 
heit voraussagen, und zwar wird man, der pflanzlichen Herkunt 
ihrer Provitamine entsprechend, diese beiden Vitamine im Pflanzen- 
reich oder bei solchen Tieren zu suchen haben, denen Ergosteri 
bzw. 7-Dehydro-sitosterin irgendwie zuginglich ist. Noch ungeklirt 
ist die Frage, ob neben den drei genannten noch andere anti. 
rachitische Vitamine in der Natur anzutreffen sind. 

Auf Grund vergleichender Versuche an Hiihnchen und Ratten 
ist Bills*5) zu der Ansicht gekommen, daB es mehrere ,,nativ- 
liche* antirachitische Vitamine gibt, die im Hiihnchenversuch, 
bezogen auf gleiche Anzahl Ratteneinheiten teils stirker, teils 
schwicher wirksam sein sollen als das Vitamin der Thunfisch- 
leber. So wurde Heilbuttleberél und ebenso Dorschlebertran 
im Hihnchenversuch etwa sechsmal besser wirksam gefunden 
als Thunfischtran. 

1) A.Windaus, H.Lettré u. Fr. Schenck, Liebigs Ann. 520, 98 (1939); 
A. Windaus, Fr. Schenck u. F. vy. Werder, Diese Z. 241, 100 (1936): 
Fr. Schenck, Naturw. 23, 159, (1937); Vitamin D, vgl. A. Windaus 
G. Trautmann, Diese Z. 247, 185 (1937). 

*) H. Brockmann, Diese Z. 241, 104 (1936); 245, 96 (1936). 

3) W. Wunderlich, Diese Z. 241, 116 (1936). 

4) Ch. E. Bills, Cold Spring Harbor Symposia III, 1935. 

5) Ch. E. Bills, O. N. Massengale, M. Imboden u. H. Hall, 
J. Nutrit. 13, 485 (1936). 
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: Die Isolierung des antirachitischen Vitamins aus Heilbutt- 

Fieber hat ergeben, daB die von Bills gefundenen Differenzen 
qwischen der Wirksamkeit des Thunfisch- und Heilbuttleberdls, 

‘die von Hamann und Steenbock!) allerdings nicht bestiitigt 

leberd, ‘werden konnten, offenbar auf Versuchsfehlern beruhen. Es mu 
'demnach zweifelhaft erscheinen, ob das Vitamin des Dorschtranes, 

‘das wegen seiner Verwendung in der Rachitistherapie besonderes 

| Interesse verdient, und das nach Bills im Hiihnchenversuch dem 

' Heilbutt-tran gleichwertig ist, vom Vitamin D, verschieden ist.) 


: Die Entscheidung, ob in den Fischlebern noch unbekannte 
| antirachitische Vitamine vorkommen, lift sich nur dadurch er- 
| bringen, daB der vergleichende Tierversuch mit méglichst vielen 
' verschiedenen Leberélen durchgefiihrt wird. Ergeben sich dabei 


nen ist MM Anhaltspunkte fiir das Vorliegen eines neuen Vitamins, so muB 
in det 7 auf chemischem Wege durch Isolierung endgiiltige Klarheit ither 
we _seine Natur geschaffen werden. 

rden *, 


Aus praktischen Griinden ist es zweckmiBig, mit dieser 


stayin 4 
‘neat ] chemischen Bearbeitung bei denjenigen Olen zu beginnen, die 
kunt Ae durch ihren hohen Vitamingehalt oder ihre leichte Zuginglichkeit 
wae fir die Rachitistherapie von Bedeutung sind, Kin solches Leberdél 
osterin [ae liefert der Bluefin Thune, von dem eine Art in japanischen Ge- 
veklint (Ee YeSSerD lebt, deren Verwandtschaft zum Thunfisch des Mittel- 
’ anti. WE meres noch nicht geklart ist. 
Aus 5 kg japanischem Bluefin Thune-leberél*) haben wir nach 
Ratten Me “er friiher beschriebenen Methode‘*) das antirachitische Vitamin 
natir. (™® ®s krystallisierte 3,5-Dinitrobenzoyl-verbindung vom Schmelz- 
»rsuch, Je PUnkt 128—129° abgetrennt. Dieser Ester zeigt im Gemisch mit 
. teils i der 3,5-Dinitrobenzoyl-verbindung des Vitamins D, und der des 
nfisch: |e Vitamins aus Thunfischlebertran keine Schmelzpunkts-depression. 
ertraa Me Vie Analyse ergibt die Bruttoformel des Vitamin D,-dinitro- 
‘unden J Denzoesiiure-esters C,,H,,O,N,. Die spezifische Drehung be- 
 trigt [72° = +98,5°, wihrend fiir die Dinitrobenzoyl-verbindung 
_ fe des Vitamins D, [a]2° = +97,4° gefunden wurde. Das durch 
(9! HE Verseifen des Esters in dliger Form erhaltene Vitamin zeigte 
(1936): i 5 dD 
aus U 
') R. W. Hamann u. H. Steenbock, J. of Biol. Chem. 114, 505 (1936). 
*) Bills findet die Wirksamkeit von bestrahltem 7-Dehydro-cholesterin 
f gleich der von Dorschlebertran a. a. O., Anm. 5. 
1 *) Fiir die Uberlassung des Oles sind wir der Firma E. Merck zu 
Hall, i srobem Dank verpflichtet. 


*) Diese Z. 241, 104 (1936). 
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im Rachitis-schutzversuch an der Ratte eine Wirksamkeit yo, 
35000 IE}. 

Aus diesen Ergebnissen ziehen wir den Schlub, dafi da; 
antirachitische Vitamin des Bluefin Thune-lebherg|; 
ebenso wie das des Thunfisch- und Heilbuttleberj) 
mit Vitamin D, identisch ist. 


Die Vorreinigung des unverseifbaren Anteils durch Verteilung 
wurde dadurch vereinfacht, daB die zweite Verteilung zwischey 
Benzin und 95°/,igem Methanol weggelassen wurde, und de 
Riickstand der Benzinschicht aus der Verteilung zwischen Benziy 
und 90°/,igem Methanol direkt zur Adsorption benutzt wurde, 
Allerdings wird dadurch die Ausbildung der Zonen im Chromato. 
gramm nicht ganz so scharf wie bei dem alten Verfahren, so dab 
in den meisten Fallen empfehlenswert ist, vor der Adsorption die 
Benzinfraktion der ersten Verteilung doch noch einer weiteren 
Reinigung zu unterwerfen. Das kann einfacher und bequemer ak 
durch die friiher angewendete Verteilung mit 95°/, igem Methand 
dadurch geschehen, daf der Riickstand der Benzinlésung wiederhol 
mit 99°/,igem Methanol kalt extrahiert wird. Dabei geht das 
antirachitische Vitamin in das Methanol, die Kohlenwasserstofle 
des unverseifbaren Anteils bleiben als Ol zuriick. Der beim Eit- 
dampfen des Methanol-extraktes verbleibende Riickstand wird zw 
Adsorption verwendet. 


Beschreibung der Versuche.*) 


Als Ausgangsmaterial dienten 5 kg Leberél des Bluefin Thune [Vitamin D- 
Gehalt (D) = 100 internationale Einheiten, Vitamin A-Gehait (A) = 2500 CL: 
Einheiten]. Durch Verseifung wurden daraus gewonnen 156 g Rohsterin’ 
und 285 g Unverseif bares, das im wesentlichen nach der friiher angegebenen 
Vorschrift*) angereichert wurde, wobei als Vereinfachung die Verteilung 
zwischen Benzin und 95°/,igem Methanol wegfiel. Die im folgenden au 
gefiihrten Versuche zeigen die Ausbeuten bei der Fraktionierung. 


*) Die Tierversuche fiihrte Frl. Barbara vy. Guenther durch. 

1) Fiir krystallisiertes Vitamin D, gibt Fr. Schenck eine Wirksamkett 
von 40000 IE an (Naturw. 25, 159 (1937). Unsere fiir Thunfisch- und Heil 
butt-vitamin gefundenen Werte sind etwas niedriger, weil wir das lige 
Verseifungsprodukt des Dinitro-benzoesiiure-esters verfiittert haben, dem vol 
der Verseifung her kleine Mengen von Zersetzungsprodukten beigemengt sind. 


*) Die Verseifung des Leberéls verdanken wir der Firma E. Merck, 
Darmstadt. 


5) H. Brockmann, Diese Z. 241, 104 (1936). 
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I. Vorreinigung durch Verteilung. Versuch 5. Abtrennung von 


Vitamin A. 98 g Konzentrat (Unverseifbares) wurden in 2 Liter Normal- 
‘henzin gelést und 16 mal mit je 500 cem 90°/,igem Methanol ausgeschiittelt. 


Benzinschicht enthielt ........ 50,8 g; (D) = 200 IE Fraktion 1. 
Aus der Methanolschicht wurden 


‘nach Verdiinnen auf einen Methanol- 
F cehalt von 50°/, mit Benzin extrahiert 39,1 g; (A) = 2500 CLO Fraktion 2 


II. Anreicherung durch Adsorption. Versuch 12. 1. Adsorption. 


j 98.2 ¢ Fraktion 1 und 500 mg Indikatorrot 33 wurden gelést in 350 cem 
ate ~Benzin 1:4 und an Aluminium-hydroxyd III adsorbiert. beim Nach- 
'waschen mit 800 cem Lésungsmittel bildeten sich 4 Zonen aus. 


1. Zone, rotbraun - 

2. Zone, rot enthielt 6,3 g¢ Ol; (D) = 800 IE Fraktion 3. 
3, Zone, braun 

4. Zone, hellgelb mit Filtrat vereinigt. 


Versuch 20. 2. Adsorption. 20,6 g Fraktion 3 wurden in 750 ccm 


] Benzol-Benzin 1:4 gelést, an Aluminium-hydroxyd III adsorbiert und mit 
6 Liter Lésungsmittel nachgewaschen. Es bildeten sich dabei 3 Zonen aus. 


1. Zone, hellgelb - i 
2. Zone, rot enthielt 9,65 g Ol; (D) = 1600 IE Fraktion 4. 
3. Zone, braungelb. 


Versuch 25. 3. Adsorption. 9,65 g Fraktion 4 und 200 mg Indikator- 


- rot 33 wurden in 600 cem Benzol-Benzin 1:4 gelést, an Aluminium-hydroxyd 
| Ill adsorbiert und mit 3,5 Litern Lésungsmittel nachgewaschen, wobei 
' sich 4 Zonen bildeten. 


1. Zone, gelbrot 

2. Zone, rot enthielt 3,11 g Ol nach Entfernen des Farbstoffs 
(D) = 4000 IE Fraktion 5. 

3. Zone, braungelb — enthielt 0,863 g Ol; (D) = 4000 IE Fraktion 6 

4. Zone, Filtrat hellgelb. ' 


Aus Fraktion 5 und Fraktion 6 wurden der Rest des Farbstoffs und 


_ die Sterine entfernt, worauf man beide Fraktionen in der friiher beschriebenen 
' Weise mit 3,5-Dinitrobenzoyl-chlorid (frisch destilliert) in Pyridin veresterte. 
| Nach dem Aufarbeiten wurde eine Lésung der Ester in Benzol—Benzin 1:4 
| durch eine Siule von Aluminium-hydroxyd III filtriert, wobei ein Chromato- 
| gramm entstand, aus dessen unterster Zone ein gelbes Ol eluiert wurde. 
' Aus der Lésung dieses Oles in Aceton—Methanol krystallisierte der Vitamin- 
Be ester in gelben, biischlig vereinigten Nidelchen aus (Schmelzp. 125—126°). 
| Zur Reinigung wurde noch zweimal aus verdiinntem Aceton umkrystallisiert. 
| Dabei stieg der Schmelzpunkt auf 128—129°. Im Gemisch mit dem 3,5- 
g Dini itrobenzoesiiure-ester des Vitamin D,, der ebenfalls aus verdiinntem 


Aceton umkrystallisiert war, trat keine Schmelzpunktsdepression ein. 


19,73 mg Subst.: 2 eem Chloroform, 1 = 1 dm, « = +0,97° (+ 0,019) 
[o}5° = +98,3° (+ 1°). 
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(3,5-Dinitrobenzoesiiure-ester von Vitamin D, aus 7-Dehydro-cholesteriy). 


11,50 mg Subst.: 2 ccm Chloroform, 1 = 1 dm, « = +0,56° (+ 0,01 
[w]2° = +97,4° (+ 1,79. 


3,580 mg Subst.: 9,215 mg CO,, 2,580 mg H,O; 3,733 mg Subst, 
9,635 mg CO,, 2,720 mg H,0O. 
(8,5-Dinitrobenzoesiiure-ester von Vitamin D, aus 7-Dehydro-cholesteriy 
als Kontrolle.) 
4,635 mg Subst.: 11,965 mg CO,, 3,340 mg H,0O. 
C,,H,.O,N. Ber. C 70,55 H 8,01 
Gef.  ,, 70,30 ,, 8,07 
» 10,41 » 815 2 (Schoeller) 
Kontrolle ,, 70,40 _—,, 8,06. 


Berichtigung 


zu der Arbeit Erwin Bauer, Beitrag zum Aktivierungsmech:- 
nismus der Phosphatasen. Diese Z. 248, 8, 213. 


Auf §. 222, 9. Zeile von unten: statt 3358 y lies 335 y. 8. 224 in 
Tab. 83 Uberschrift der 3. Spalte: statt Na-Molaritét lies Mg-Molaritit. 
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Uber die Cholesterase. 


Von 


S. Utzino und 8S. Tsunoo. 


(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Medizinischen Fakultét Nagasaki.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 14. August 1937.) 


Klinisch wird die Beziehung zwischen freiem und verestertem 


_ Cholesterin fiir sehr wichtig gehalten. Uber das cholesterinspaltende 
' Enzym enthilt aber die Literatur nur wenige Angaben. Durch 
' Bestimmung der Acetylzahl in Gewebsdigestaten mit Cholesterinoleat 
"hat K. Kondo?) (1910) die Zunahme des Hydroxyls in Leber, 
' Niere und Milz, nicht aber in Blutplasma und in Erythrocyten 
| nachgewiesen. Da auch in den Geweben neben Cholesterin andere 
| Kérper mit Hydroxylgruppen enthalten sind, durfte nicht ohne 
| weiteres diese Zunahme als Beweis fiir Cholesterasenwirkung be- 
| trachtet werden. Im AnschluB an obige Versuche hat J.H.Schiitz’) 
; (1912) mit der Windausschen Methode die Cholesterinzunahme 
_ in Leberautolysat des Pferdes und wahrscheinlich auch des Rindes 
| und kurz danach 8. Cytronberg®) (1912) dieselbe auch in Pferde- 
| blut festgestellt. Entgegen diesen Angaben hat T. Nomura’) (1924) 
| jedoch keine Spaltung von Cholesterinoleat durch Blut (Hund, 
' Kaninchen und Pferd), wohl aber durch Pankreas, Milz, Niere, 
: Magen- und Darmschleimhaut nachgewiesen. 


In vorliegender Arbeit haben wir das Verhalten des Cholesterin- 


| phthalsiuremonoesters als Na-Salz in Lisung gegeniiber Gewebs- 
| macerationen verschiedener Herkunft unter Beriicksichtigung der 
| ),-Werte untersucht, da der Lésungszustand des Cholesterinesters 
| bei der Enzymwirkung nicht vernachlissigt werden darf. Wie die 
_ Ergebnisse zeigen, haben wir mit der Digitoninmethode die Chole- 
| Sterase in Leber, Niere und Milz des Rindes und in Leber, Niere 
| und auch im Blut des Kaninchens nachgewiesen. Der Optimal- 
‘ bereich fiir die Cholesterase liegt bei p,, 7,0—8,0. 
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Versuche. 


Der Phthalsiuremonocholesterinester wurde nachWeidem anns'‘)(199¢ 
Vorschrift hergestellt. Der Ester schmilzt bei 163—164° (unkorr.) und list 
sich in den meisten organischen Solventien, sowie in Erdalkalildsung. Die 
Alkalilésung hat eine starke dispergierende Wirkung auf Cholesterinso), 


0,0487 g Subst.: 0,1406 g CO,, 0,0407 g H,O. — 0,1586 g Subst: 
3,0 cem 0,1 n-NaOH. 

Fiir C,,H5.0, Ber. C 78,59 H 9,43 Mol.-Gew. 534,4 

Gef. ,, 78,72 ,, 9,35 n 539,7. 

Versuchsansatz: 1,5 g Organbrei wurden mit Wasser genau auf 10 cem 
aufgefiillt und gut zerrieben. 0,1 g Ester wurden in wenig Alkali gelis 
und mit Pufferlésung von verschiedenen py-Werten auf 20 cem aufgefiillt 
und unter Zusatz von 2 cem Enzymlésung und Toluol bei 37° 3 Tage lang 
digeriert. Bei den Versuchen mit Kaninchenblut verwendeten wir 1 ccm 
Gesamtblut, das mit 1 cem Na-Citratlésung versetzt wurde. Als Kontrolle 
wurde einerseits die Enzymlésung ohne Substrat und andererseits die Sub- 
stratlisung mit der entsprechenden Pufferlésung ohne Enzym unter den 
gleichen Bedingungen digeriert. 

Zur Bestimmung des abgespaltenen freien Cholesterins haben wir die 
Digitoninmethode nach Windaus®) verwendet. 


Spaltung von Cholesterinphthalsdureester. 

















Zunahme des Cholesterindigitonids in mg 

PH Rind Kaninchen 

Leber | Niere | Milz | Leber | Niere Blut 
4 0,6 | 08 | iz 1,8 | 1,8 0 
5 — | 4, — 03 {| —' 0 
6 0,6 1,3 1,1 03 | 8,2 4,2 
7 20 | 5,2 7,6 64 | 3,0 6,3 
. 36 | 6,6 7,4 54 | 10,0 1,6 
9 08 | 40 | 8,4 0 \ 42 0,2 





Zusammenfassung. 

Die Cholesterase kommt nach unserer Untersuchung in vel- 
schiedenen Geweben des Rindes und des Kaninchens, sowie i 
Gesamtblut des Kaninchens vor. Der Optimalbereich liegt bei 
p, %,0—8,9. 


Literatur. 


i. K. Kondo, Biochem. Z. 26, 243 (1910); 27, 427, 436 (1910). 
2. J. H. Schiitz, Ebenda 42, 255 (1912). 

3. 8S. Cytronberg, Ebenda 45, 281 (1912). 

4, i. Nomura, Tohoku J. exper. Med. 4, 677 (1924). 

5. G. Weidemann, Biochemie. J. 20, 685 (1926). 

6. A. Windaus, Diese Z. 65, 110 (1910). 
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Uber den Aktivator und Donator 
der Hauptatmung des Taubenbrustmuskels”*). 


Von 


I. Banga. 


(Aus dem Institut fiir medizinische Chemie der Universitat Szeged.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 12. August 1937.) 


Wird ein frisch gemahlener Taubenbrustmuskel einige Minuten 


‘mit Wasser extrahiert**) und ausgepreBt, so erhiilt man eine triibe 


Flissigkeit, die eine sehr intensive Atmung zeigt, die in ihren 
Eigenschaften der Atmung des zerkleinerten Muskels gleichkommt. 
(Durch Malonat hemmbar, durch Fumarat gesteigert.) Die Triibung 
der Flissigkeit stammt von einer mikroskopischen Granulation, 
die an der Zentrifuge abgetrennt werden kann. Diese Granuli 
enthalten das Cytochrom samt seiner Oxydase, die Succin- und 


| Malicodehydrase, und sonstige Dehydrasen, wie z. B. die Citrico- 


dehydrase. Ich werde diese granulire, an der Zentrifuge ab- 
getrennte, in Ringer-Phosphat [Keilin’)] suspendierte Substanz 
kurz Knzym nennen. Die klare iiberstehende ,,Fliissigkeit“ redu- 


vziert nur 4uBerst langsam Farbstoffe im Thunbergversuch — ob- 
® woll sie sehr reich an Donatoren ist. 


Im Respirometer nimmt weder die ,,Fliissigkeit“ noch das Enzym 


i Sauerstoff stark auf. Werden beide Fraktionen gemengt, so erhilt 
‘man eine intensive Atmung, die der Atmung des urspriinglichen 
| Extraktes gleichkommt. 


Die an der Zentrifuge geklirte Fliissigkeit enthilt auBer 


}Co-Fermenten den koktostabilen Donator der Atmung. Wird aber 
‘diese ,,Flissigkeit* aufgekocht und dann dem Enzym zugesetzt, 
so bekommt man keine oder nur eine geringe Atmung, die in 
Jhren Kigenschaften yon der normalen Atmung abweicht. Es ist 


*) Diese Arbeit wurde durch die Josiah Macy jr.-Stiftung, 


iNew Y ork, unterstiitzt. 


“) Extraktion 10 Minuten lang mit eisgekiihltem Wasser im Morser 


‘unter stetigem Umriihren. AusgepreBt durch dicht gewobene Mousseline. 


) F. I. Stare u. Baumann, Proc. roy. Soc. Lond. 121, 328 (1936). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCXLIX. 14 
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also deutlich, daB die Fliissigkeit eine thermolabile Substanz ep}. 
halt, die ich ,,Aktivator“*) nennen werde und deren Anwesenhei 
fiir die Atmung nétig ist. Dieser Aktivator kann aus der ,,Fliissiy. 
keit“ in folgender Weise gewonnen werden: Die Fliissigkeit wir; 
mit gleichen Teilen Aceton von —20° versetzt. Das Pricipitat wird 
abgetrennt und in eisgekiihltem destilliertem Wasser aufgenommey 
(urspriingliches Volumen). Der unlésliche Teil wird abzentrifugier, 
Die Liésung wird nochmals mit Aceton gefallt, das Pricipitat mi 
Alkohol (96°/,) von — 20° gewaschen, dann nochmals in Wasser 
suspendiert und vom unléslichen Teil abgetrennt. Die Pricipitie. 
rung wird ein drittes Mal wiederholt und das Pricipitat zu einen 
gelblichen Pulver getrocknet. 5 mg des Pulvers werden 
Respirationsversuchen und 1 mg zu Dehydrationsversuchen ¢. 
braucht. | 

An Stelle des Acetons kénnen auch !°/, Vol. (96°/,) Alkohol 
zur ersten Fallung gebraucht werden, der man dann eine Aceton- 
fallung folgen laBt. Der Aktivator dialysiert nicht und gibt eine 
wasserklare oder nur leicht opalisierende Lésung. Bei 65° geht 
er schon in einigen Minuten zugrunde. In waBriger Lésung, selbst 
bei — 20° verliert er in 2 Tagen seine Aktivitét und ist selbst 
in getrocknetem Zustande nur wenige Tage haltbar. Gegen Lauge 
oder Séiure ist er sehr empfindlich. Er decarboxyliert Oxalessiz- 
siure nicht. Er adsorbiert an Fullererde oder Lloyds Reagens, 
konnte aber nicht eluiert werden. | 

Mit Hilfe dieses Aktivators konnte nun versucht werden, den 
Donator der Atmung zu isolieren. Zum granuliren gewaschenen 
Enzympriaparat, das aus dem Muskelextrakt an der Zentrifuge 
gewonnen wird, wurde Aktivator und Co-Ferment zugesetzt. (Rohes 
Co-Ferment, das eine Mischung der verschiedenen Nucleotide ent- 
halt.) Dieses System wird nun durch die den Donator enthaltende 
gekochte ,,Flissigkeit“ ergiinzt und zu einer intensiven typischen 
Respiration befihigt. Ich konnte nun diese aufgekochte ,,Fliissig- 
keit“ fraktionieren und untersuchen, in welche Fraktion die Su)- 
stanz iibergeht, die nétig ist, um das obige System zur Sauer- 
stoflaufnahme zu befahigen. 

Ebenso konnte auch zur Isolierung des Donators an Stell 
des Respirationsversuches die Reduktion der Oxalessigsiure ver 





*) Diesen thermolabilen Faktor habe ich bereits in einer friibere! 
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Arbeit unter dem Namen ,,Zwischensubstanz“ beschrieben. Diese Z. 2. F 


27 (1935). 
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inz ent. # wendet werden. Wie wir in friiheren Mitteilungen’) gezeigt haben, 
esenheit JF yird durch den Wasserstoff des Donators die Oxalessigsiiure zu 
Eliissig. | Apfelsiure reduziert. Diese Reduktion lift sich durch Messen 
eit wird der entstehenden Apfelsiiure quantitativ verfolgen”). 
tat 4 

vind 3 Bei der Fraktionierung wurde folgendermaBen vorgegangen. Die anf- 
nommen | gekochte ,,Fliissigkeit wurde bei neutraler Reaktion mit 1°/, Bariumacetat 
nifugiert, | versetzt, bis Zufiigen des Reagens keinen weiteren Niederschlag mehr gab. 
itat mit J Das Pricipitat wurde abgetrennt und gewaschen, dann in n/10-HCl gelést, 
Wasser 3 nochmals durch Neutralisation mit NaOH niedergeschlagen. Das Pricipitat 
‘icipiti | wurde mit Alkohol gewaschen. Ich werde diese Fraktion BPt, nennen. 

P . 3 Zur klaren F lissigkeit, die nach Abtrennen von BPt, gewonnen wurde, 
ueinen MF wurde eine 3fache Menge von Athylalkohol zugesetzt und die Mischung 
den 1 F bei — 20° 24 Stunden lang stehen gelassen. Dann wurde filtriert, mit 
hen ge.  Alkohol-Ather gewaschen und im Vakuum getrocknet. Diese Substanz 

; | ist BP. 
Alkohd fe Im Versuch sind BPt, und BPt, gleich aktiv. Beide werden 
Aceton. [bei 100° durch 2 n-HCl in 3 Stunden inaktiviert. Beide Substanzen 


ibt eine unterscheiden sich nur in der Léslichkeit ihrer Bariumsalze. Die 
5° geht ' Salzsiiurehydrolyse zeigt, daB es sich um Hexose-Phosphate 
x, selbst . handelt. BPt, entspricht Hexosediphosphat, BPt, Hexosemono- 
t selbst J phosphat. DaB es sich tatsichlich um die genannten Substanzen 
1 Lauge q handelt konnte einfach dadurch gezeigt werden, dafi BPt, und 
alessi¢- J BPt, im Atmungs- oder Reduktionsversuch dieeals: Fractosediphos- 
eagens, Eo phat oder den Robisonester ersetzt werden konnten. Glucose, 
| Glycerophosphat waren inaktiv. Glykogen konnte die Substanzen 








iia: inn - einigermaBen (40°/,) ersetzen. 
schenen [f —S-CNatiirlich sei hiermit nicht gesagt, daB Hexosephosphat als 
ntrifuge JF Solches dehydriert wird. Laki*) zeigte bereits friiher, daB der 
(Rohes JF Vonator der Atmung Triose bzw. Triosephosphat sei. Gizsy*) 
de ent. Zeigte, daB Glycerinaldehydphosphorsiure energisch dehydriert 
altende E wird. Auch G. Moruzzi‘) zeigte, da& der Donator Triose ist. Das 
pischen Je Hexosephosphat wird also vor seiner Dehydrierung in ‘Triose 
Miissit- Ee gespalten, 
ie Sub- Ks fragt sich nun, was die Funktion des Aktivators bei der 
Sauer: Oxydation des Hexosediphosphates ist. Nach unserer Auffassung 

wird der Wasserstoff des Donators bei der Atmung zuniichst auf 
- Stelle Oxalessigsiure iiberladen. Der Aktivator beférdert die Reduktion 
re vel: 7 

") Die ,,Fliissigkeit enthalt auch eine niedrigmolekulare Substanz, die 

: eS Vsalessigsiiure decarboxyliert. 
frither) ') Diese Z. 286, 1 (1985); 244, 105 (1936). 
L, wot, ’) Diese Z. 244, 142 (1936). 8) Diese Z. 222, 279 (1933). 





‘) Arch. di Sci. biol. 22, 1 (1936). 
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des Oxalacetats, ohne da er seine Aktivierung beschleunigte, 
Also muB der Aktivator bei einem der ersten Schritte des Oxy. 
dationsprozesses wirken, bevor der Wasserstoff die Oxalessigsiiure 
erreicht. Auf die Spaltung des Hexosephosphat in Triosephosphat 
scheint der Aktivator keine Wirkung zu haben. Diese Spaltung 
findet am Enzympriparat auch ohne Aktivator statt. (Die Ver. 
schiebungen in dem gebundenen Phosphat werden durch Aktivato; 
nicht beeinfluBt.) Aller Wahrscheinlichkeit nach mu8 der Aktivato 
also irgendwie die Aktivierung des Triosephosphates beeinflussen, 
Vorlaiufig steht mit unseren Beobachtungen die Annahme in 
besten Kinklange, daB der Aktivator eigentlich die Triosephosphat- 
dehydrase ist. Die von Harrison’) dargestellte Hexosediphos- 
phat-dehydrase hat thnliche Eigenschaften wie unser Aktivator, 
Aktivator plus Hexosediphosphat reduzieren zugesetzte Farbstoffe 
nur sehr schwach. Dies ist aber kein Beweis gegen die Dehydrase. 
Natur des Aktivators, nachdem in den nachfolgenden Mitteilungen 
sezeigt wird, daB zur Ubertragung des Wasserstoffes vom Donator 
auf den Farbstoff die Anwesenheit des C,-Dicarbonsiuresysteme 
notig ist. 

Ebenso wie die Oxalessigsiiure kann auch die Brenztrauben- 
siiure nur in Gegenwart des Aktivators durch das Enzympriiparat 
plus Zymophosphat reduziert werden. 

Der Aktivator ist mit dem gelben Ferment nicht identisch. 
Dieses vermochte den Aktivator nicht zu ersetzen. Wir verdanken 
Herrn H. Theorell hochreines gelbes Ferment. Im Versuche 
wurde an Stelle des Aktivators soviel gelbes Ferment zugesetzt, 
wie 0,12 y Lumiflavin entspricht. Das gelbe Ferment war ginv- 
lich inaktiv. 

Es wurde also in dieser Arbeit gezeigt, daB der Donator im 
Muskel Zymophosphat ist, und daB diese Substanz durch Ver- 
mittlung des ©,-Dicarbonsiiuresystems dehydriert wird. Zymo- 
phosphat ist aber nicht die einzige Substanz, die an diesem 
C,-System oxydiert wird. Annau?) zeigte, daB Pyruvat iiber dieses 
System oxydiert wird. Meine Versuche zeigen, dab auch Alkohol, 
Citronensiure und Milchsiiure iiber dieses System oxydiert werden. 
Die Atmungssteigerung, die Alkohol in der Leber verursacht, ist 
durch Malonat hemmbar. Ebenso ist die aerobe Oxydation der 
Citronensiure am Muskel-Enzympriiparat durch Malonat_ starh 
hemmbar, laiuft also iiber Succinat. Ob die Citronensiiure, der 


) Biochemic. J. 25, 1011 (1931). 2) Diese Z. 244, 145 (1930) 
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: nur Fumarat reduzieren, bleibe dahingestellt. 
| Systemes Alkohol—Aldehyd weist auf die letztere Méglichkeit. 
| Die Milchsiure vermag wahrscheinlich kein Oxalacetat, sondern 
' bloB Fumarat zu reduzieren, da ihr Potential mit dem Potentiale 
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' Alkohol und die Milchsaure das ganze C,-System gebrauchen und 
' Oxalacetat reduzieren oder nur das halbe System beniitzen und 


Das Potential des 


der Apfelsiure identisch ist [Laki)]. Citronensiiure hat zu ihrer 


j Dehydrierung auch Co-Ferment ndtig. 


Versuche. 
Aus meinen zahlreichen Versuchen seien folgende zur Illustration 
herausgegriffen : 
Versuch I. Die Sauerstoffaufnahme wird im Warburg-Respirometer 


| gemessen. Zu den einzelnen Versuchen wird 1,5 ml-Enzym oder ,,Fliissig- 


keit“ verwendet. Gesamtvolum wird mit Phosphat-Ringer*) auf 4 ml ergiinzt. 


Sauerstoffaufnahme in 10 Minuten. 


Muskelextrakt 570 emm O, 
Enzym 30 cmm QO, 
gM ne 90 cmm QO, 
Enzym + Fliissigkeit . ‘ 420 cmm Q, 
Enzym + aufgekochte Flissigkeit 40 cmm 0, 


» + 9 % + 5mg Aktivator . 420 cemm QO, 
Versuch II. Der eingangs beschriebene Muskelextrakt wird mit 
'', Vol. 1,8°/) NaCl versetzt. (Dieser Zusatz ist nétig, um das Enzym akti- 


vatorfrei zu bekommen.) Das granuliire Enzym wird an der Zentrifuge ab- 


3 getrennt, dann im urspriinglichen Vol. 0,45°/, NaCl suspendiert, nochmals 


zentrifugiert. Diese Waschung wird noch 2 mal wiederholt. Das Enzym wird 


4 endlich in '/, des urspriinglichen Volums Ringerphosphat suspendiert. Dieses 


Priparat wird ,,ewaschenes Enzym“ genannt. 


Die Sauerstoffaufnahme des ,,gewaschenen Enzyms“ wird wie oben 


| gemessen. Zusiitze in allen Versuchen 5 mg rohe Codehydrase, 3 mg Fumarat. 


Als Donator dienen 10 mg BPt, (BPt, hat dieselbe Wirkung) oder 10 mg 


a Hexosediphosphat, oder 10 mg Robisonester. 


Sauerstoffaufnahme in 20 Minuten. 


mere «se as i ae ake. & oe 
BPt,, 5 mg Alnevener . 7 210 cmm O, 
Robisonester . 62 cmm OQ, 
9 5 mg prernerey 194 cmm O, 
Hexosediphosphat. ‘ 60 cmm O, 
- 5 mg Ababrator . 188 cmm QO, 


*) Phosphat-Ringer nach Keilin, angeg. bei F.I. Stare u. Bau- 


: mann, Proe. roy. Soe. Lond. 121, 328 (1936). 


') Diese Z. 249, 63 (1937). 
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Versuch III. 5 mg Oxalessigsiure wird zum ,,gewaschenen Enzy,: 
zugesetzt, und die durch dessen Reduktion entstandene Apfelsiure gemessep. 
Versuchszeit 20 Minuten. Die Zahlen geben die gefundene Apfelsiiure, ay; 
Fumar-Apfelsiure Gleichgewichtsmischung umgerechnet. Apfelsiure-p, 
stimmung nach F. B. Straub’). 


Enzym ... ‘eae ea ee se pee ae S Se aii 
.» Omg ditvebie or eas eae « TP i 
Hexosediphosphat, Co- ry iu . . 0,0 mg 
m ” 5 mg aksivenee . 2,5 mg 


Analoger Versuch, an Stelle von Oxalacetat wird 2,4 mg Pyruvat zy. 


gesetzt. Versuchszeit 20 Minuten. 
Verschwundenes 


Pyruvat 
Ensym, Co-Pomment.... 6... 2s ee sees 0,0 
»  Hexosediphosphat ..........4-%. 0,0 
5mg Aktivator .. . . +e & & 0,0 
»  Hexosediphosphat Co- Pecnent — 0,40 
“ " 5 mg Adéivetor . 0,70 





1) Diese Z. 244, 123 (1936). 
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Uber die Dehydrasekoppelungen 
in der C,-Dicarbonsaurekatalyse”*). 
Von 
F. B. Straub. 

Mit 1 Figur im Text. 


(Aus dem Institut fiir medizinische Chemie der Universitat Szeged.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 12. August 1937.) 


I. Versuche mit Cytochrom*”*). 
Von den elf verschiedenen tierischen Dehydrogenasen, unter- 


| sucht von Ogston und Green?), konnte nur die Succino-dehydrase 
| das Cytochrom reduzieren und durch dieses Sauerstoff verbrauchen. 
Dies steht in guter Ubereinstimmung mit den ausgedehnten Er- 


fahrungen unseres Laboratoriums. Man kann sich von der Richtig- 
keit dieser Angaben leicht iiberzeugen, wenn man die Geschwindig- 
keit der Reduktion des Cytochroms durch verschiedene Donatoren 
in Gegenwart gereinigter Dehydrasen untersucht. Die Geschwin- 
digkeit der Reduktion des Cytochroms in Gegenwart von Succinat 


ist von einer ganz anderen Dimension wie in Gegenwart sonstiger 


Donatoren (vgl. Tab. J). 


Nur Malat und Fumarat geben aufer Succinat eine be- 
trachtliche Cytochromreduktion. Hs ist gleichgiiltig, welche von 
den beiden Substanzen zugesetzt wird, da beide Substanzen durch 
die Fumarase rasch in ihre Gleichgewichtsmischung iiberfiihrt 


" werden. Apfelsiiure und Fumarat nehmen eine Mittelstellung 


zwischen Succinat und sonstigen Donatoren ein. Wird die hemmende 
Wirkung des Oxydationsproduktes, des Oxalacetats nach Banga 
und Szent-Gyérgyi?) durch Glutaminat beseitigt, so beobachtet 


*) Diese Arbeit wurde durch die Josiah Macy jr.-Stiftung, 
New York, unterstiitzt. 

“*) Vorliufige Mitteilung vgl. Diese Z. 247, I (1937). 
‘) Biochemie. J. 29, 1983 (1935). 2) Diese Z. 245, 113 (1937). 
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man eine sehr rasche Reduktion des Cytochroms, sie erreicht jc 
Intensitat der Reduktion durch Succinat beinahe, aber nie ganz 
(Vgl. Tab. I). Dieser Befund konnte in zwei verschiedenen Weise; 
erklirt werden: entweder vermag auch Malat, so wie Succinat. 
Cytochrom unmittelbar zu reduzieren, oder aber es findet zwischey 
Apfelsiure und Fumarsiure eine Oxydoreduktion statt, und es ent. 
steht Succinat und Oxalacetat. Das Cytochrom wird dann durch 
das Succinat reduziert. Laki*) zeigte, daB so eine Reaktioy 
thermodynamisch méglich ist. Nach Green’) findet diese Reaktion 
in Gegenwart der beiden Enzyme und eines elektroaktiven Far). 
stoffes tatsichlich statt. Solch eine Oxydoreduktion ist auch da. 
durch erméglicht, da8 unsere Malico-dehydrasepriiparate stets eine 
sehr aktive Succinodehydrase enthalten. 


Die Entscheidung dieser Frage, die Aufklarung des Reaktions. 
mechanimus der Cytochromreduktion durch Malat war aus den 
Grunde noétig, weil nach den Befunden unseres Laboratoriums 
die C,-Dicarbonsiuren beim Wasserstofftransport eine besonders 
wichtige Rolle spielen. Es wurde gezeigt®), daB der vom Nib. 
stoff mobilisierte Wasserstofi zuniichst auf Oxalacetat iibertragen 
wird und dieses zu Apfelsiiure reduziert. Die vorliegende Frag 
war also eigentlich die, ob dieser Wasserstoff nun durch das 
System Malat plus Malico-dehydrase unmittelbar dem Cytochrou 
zugefiihrt wird, oder aber, ob dieser von dem Malat zuerst aui 
Fumarat iibergeladen wird, welch letztere Substanz an der ,,Succino- 
dehydrase“ aktiviert wird. In diesem Falle wiirde dann erst das 
Succinat unmittelbar das Cytrochrom reduzieren. 


DaB die Oxydation des H der Apfelsiiture nur iiber die 
Succino-dehydrase vor sich geht, darauf weist der Umstand, dab 
in ein und demselben Priiparat die Reduktion des Cytochroms 
bei Zugabe von Succinat stets schneller ist als bei Zugabe vou 
Apfelsiure. Dies ist auch der Fall, wenn die Apfelsiure- 
dehydrase viel aktiver ist als die Succino-dehydrase (durci 
Reduktion von Farbstoffen beurteilt). Solch ein Priaparat erhiit 
man, wenn man nach Green [a. a. 0.*)] die Apfelsiure-dehydrase 


darstellt. Dieses Dehydrasepriiparat ist gegeniiber Apfelsiiure selt Fw 


aktiv, enthilt aber stets eine geringe Menge Succino-dehydrase. 


Selbst an diesem Priparat wird das Cytochrom C bei Apfelsiure- 


’) Diese Z. 249, 63 (1937). *) Biochemic. J. 30, 2095 (1936). 
5) Diese Z. 236, 1 (1935). 
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 musatz schwicher reduziert als durch Succinat. Dies ist ein 
: » ziemlich strenger Beweis, daB die Reduktion des Cytochroms 
auch durch Apfelsiure aber Succinat lauft (vgl. Tab. III). [Green 
| yermochte das Cytochrom C durch Apfelsiiure plus Apfelsiure- 
" dehydrase nicht zu reduzieren. Dies kann einerseits durch Mangel 
' an Succino-dehydrase, andererseits durch die hemmende Wirkung 
' des durch Oxydation der Apfelsiure entstandenen Oxalacetats 


: erklirt werden.| 


Es liegt nahe, die Frage mit Malonat (der 3 C-atomigen 


; Dicarbonsiiure) zu entscheiden. Diese Siure hemmt die Oxydation 
' der Bernsteinsiiure an der Succino-dehydrase. Wird der Wasserstoft 
F der Apfelsiure dem Cytochrom durch das Fumarat—Succinat-System 
 mgefihrt, so wiirde man erwarten, die Reduktion des Cytochroms 
| in Gegenwart von Apfelsiure durch Malonat hemmen zu kénnen. 
| Malonat hemmt aber diese Reduktion nicht, oder nicht in dem 
| MaBe, wie es die Reduktion des Cytochroms bei Bernsteinsiure- 
‘zugabe hemmt. Malonat hemmt nur in ungefihr jedem zweiten 
Versuch, und dann auch nur um etwa 30°/,, wihrend dessen 


¢ Bernsteinsiure um etwa 90°/, durch Malonat gehemmt wird 


| ivgl. Versuche in Tab. IV). 


Das Enzympriparat kann aber in hohem MaBe malonat- 


| empfindlich gestaltet werden, wenn wir dieses etwa 1/, Stunde 
_lang bei 37° bebriiten. Nach Bebriitung hemmt das Malonat 
_ etwa 80—90°/,. Diese Malonathemmung beweist nun unzweideutig, 
daf der Wasserstoff der Apfelsiure das Cytochrom iiber das 
System Succinat—Fumarat reduziert, also von Apfelsiiure zuerst 
| auf Fumarat umgeladen wird. Das dabei entstehende Succinat 
| reduziert nun das Cytochrom. 


Untersucht man das Fermentpriparat auf seine sonstigen 


. Kigenschaften, so findet man, daB man durch Bebriitung die 
| Malico-dehydrase abgeschwiicht hat, ohne daB man die Aktivitit 
| der Succino-dehydrase vermindert hitte. Je mehr man das Ver- 
| hiltnis beider Fermente zugunsten der Succino-dehydrase ver- 
' schoben hat, desto malonatempfindlicher ist das System ge- 
| worden, wie die Fig.1 zeigt, in der die Aktivitat der Malico- 
und Succino-dehydrase mit dem Grade der Malonathemmung 
verglichen ist. 


Die Deutung dieser Anderung der Malonatempfindlichkeit ist 


wnschwer zu geben. Unsere verschiedenen Beobachtungen machen 
| ¢s wahrscheinlich, daB die Reduktion des Cytochroms nicht durch 
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die Menge des transportierten Wasserstoffes, sondern durch i 
Diffusion des zugesetzten Cytochroms limitiert ist, und daj 


die Dehydrase viel mehr Wasserstoff zu mobilisieren, als ay; 


Cytochrom zu ibertragen vermag. Aus diesem Grunde wir 
auch die Reduktion des Farbstoffes nicht verzégert, wenn (da; 
Enzym durch Malonat gehemmt wird. Wird aber die Menge de 
an der Malico-dehydrase mobilisierten Wasserstoffes durch (i: 
Abschwiachung dieses Enzymes vermindert, so wird damit zu. 
gleich auch die Menge der gebildeten Bernsteinsiure beschrink, 
Die Aktivierung dieser Substanz an der Succinodehydrase wird 
nun zum limitierenden Faktor, und jede weitere Beschrinkuy 
der Funktion dieses Fermentes durch Malonat muB die Cyt. 
chromreduktion stark verzégern. Ebenso wie durch Malona 
wird die Cytochromreduktion der Apfelsiure in diesen ab. 
geschwichten Enzympriparaten auch durch zugesetztes Fumarat 
gehemmt. 


Experimenteller Teil. 


Wir haben die Reduktionsgeschwindigkeit des Cytochrom C bei Zimmer. 
temperatur gemessen. Mit Hilfe eines Mikrospektroskops wurde das 550 w- 
Band des Cytochroms beobachtet. Es wurde ein gewaschenes Ferment au 
Taubenbrustmuskel nach Banga (a. a. O., 8S. 187) verwendet. In diesem 
granuliren Muskelpriiparate ist die Struktur des Enzymsystems erhalten und 
die Beobachtung wird durch Hiimoglobin nicht gestért. Wir haben nach 
Keilins Trichloressigsiure-Ammoniumsulfatverfahren*) dargestelltes Cyto- 
chrom C zugesetzt. Gesamtvolumen mit Substrat und Ringerphosphatzusatz 
(nach Krebs) 1ml. Die Suspension wurde in einem schmalen Reagenzglas 
ruhig stehen gelassen und die Zeit gemessen, die bis zum Erscheinen des 
550 wu-Bandes verging. Es wurde selbstverstindlich nicht die wahre Reduk- 
tionszeit des Cytochroms gemessen, sondern eine GréBe, die der vorherige 
proportional ist. In diesen Versuchen wird nimlich das Cytochrom solange 


reoxydiert, bis der gesamte absorbierte Sauerstoff verbraucht ist, dann erst 


erscheint plétzlich das Spektrum des Cytochrom C mit seiner maximale 
Intensitit. Diese Technik ergibt auch die Ursache der relativ lange 
Reduktionszeiten. 


In den folgenden Versuchen bedeutet C: Cytochrom C-Lésung, E: En 
zymsuspension, S: Succinat, F: Fumarat, A: Apfelsiure, M: Malonst 
G: Glutaminat, OES: Oxalessigsiiure, in den angegeben Mengen pro 1m! 
Gesamtvolumen. Glutaminat wurde stets 1mg pro Versuch genommet. 
Die in einer Versuchsserie wiedergegebenen Ergebnisse sind mit gleiches 
Mengen des gleichen Enzympriparates gewonnen. In den Versuchen mi 
dem obigen Enzym wurde kein Co-Ferment zugesetzt, da das Priiparat die 
nétige Menge noch enthielt. 


*) Miindliche Mitteilung. 
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| Tabelle I. 
Reduktionszeiten mit verschiedenen Donatoren. 
peleiut | \asiiie Reduktionszeit 
] CE 2 mg Succinat . 1’ 45” 
CE 2mg Fumarat . 6’ 30” 
| CE 2mg Apfelsiure . — 6’ 00” 
| CE 3 mg a-Glycerophosphat 50’ 
' CE 2mg Milchsdure . : 25’ 
Tabelle II. 
Reduktion des CytochromC durch Fumarat. 
Wirkung der Oxalessigsiure und der Glutaminsiure. 
a) b) 
Reduktionszeit || | Reduktionszeit 
BCE img S§ 1 40” CEimgS...... 1’ 40" 
| CE 2mg F 40’ *) CE img S 1mg OES 35’ 
/ CE img S 2’ SS Sea 4’ 
| CE 2mg F 6’30’**) |]CE 3mg F 1mg OES 40’ 


*) Sorgfiltig gewaschenes Enzym, Donator-frei. 
: **) Schwach gewaschenes Enzym, enthilt noch Donatoren, die die Oxal- 
- essigsiiure reduzieren kénnen. 






































Cc) 
| Reduktionszeit |] Reduktionszeit 

4 CE 02mg F. 25’ CE 0,2 mgS. 6 
| CEG 0,5 mg F. 4’ CEG 0,5 mg S 3’ 
CEG 0,2 mg F. 6’ CEG 0,2 mg S. 4’ 
| CEG 0,1 mg F. 8’ CEG 0,1 mg S. 8’ 
CEG 005mg F . 9’ CEG 0,05 mgS . 9’ 
ees > 50’ 
| CEG 0,2 mg OES 45’ 
: d) 
f Reduktionszeit 
BCh02mgF .... 8’ 30” 
SCE 02mg FG...... 5’ 50” 
| CE 0,2 mg F 0,2 mg OES 25’ 
| CE 02mg F 0,l1mg OES . 25’ 
a CE 0,2mg F 0,05 mg OES . 29’ 
| CE 0,2 mg F 0,02 mg OES . 16’ 
4 CE 0,2 mg F 0,01 mg OES . 9’ 40” 





Dieser Versuch wurde mit einem nicht zu stark ausgewaschenen 


| Enzym ausgefiihrt; so war es namlich nur méglich, die Hemmung der 
_ Cytochromreduktion durch OES zu studieren. In einem gut gewaschenen 
| Enzym sind die Hemmungen viel gréSer, und 
_ praktisch keine Reduktion. 


man erhilt durch Fumarat 





194 F. B. Straub, 


Tabelle III. 
Vergleich der Farbstoff- und Cytochromreduktion 


mit der Malico-dehydrase, dargestellt nach Green (a. a. O., S. 199) 


a) Farbstoffreduktion. 
Thunbergversuch mit nln: nl 





























_ Reduktionsze 
Enzym allein Pe Bere’ Gy Wa Se ek Ee SS > 60’ 
Enzym, 10 mg Succinat es a ee a ck he ae ES 15’ 
Enzym, 10 mg Apfelsiiure . . . eee oe 46’ 
Enzym, Co-Ferment, 5 mg Glutaminat . . 30’ 
Enzym, Co-Ferment, 5 ‘i Glutaminat, 10 mg Apfelsiure 6’ 
| b) Cytochromreduktion. 
Co-Permemt CBG lmeSB ........2000068.% 0’ 20” 
Co-Ferment CEG lmgA.............. 3 45" 
Tabelle IV. 
Hemmung durch Malonat. 
a) Intaktes Muskelenzym. 
| Reduktionszeit Hemmung 
CE G 0,2 mg § “a ci ee 5’ 
CEG 0, 2m¢S 1 mg M. Te Se. a Sr se 32’ 85°/, 
CEG 0,2 _, ee oe ee 8’ 30” 
Ube Gamer tmem. . ws ee 9’ i 
b) Abgeschwiichtes Enzym (auch Fumarase-frei). 
CEG imgS... 7 ee 0’ 45” 
CEG 1mgS 1 mg M. eee sak) os Be ri 90°), 
CEG imgA .. a ee ae 3” 45” 
CEG 1mgA 1mg “a ee 60’ 94°), 
ee Pe SS. we 103’ 96°) 
CEGimgF............ 12’ 
¢) Einflu8 der Bebriitung des Enzyms, — Enzym frisch. 
CEG 1mgS. 1’ 0” 
CEG imgA .. 3’ 40” 
CEG 1mgA 1mg M 4’ 8°), 








d) Enzym nach !/,-stiindiger Bebriitung bei 37°, konzentrierter angewantt. 








CEG imgS..... 0’ 20” 
CEG imgA .. 1’ 45” 
CEG 1mg A 1 mg M. 12’ 85°), 


Zusammenhang zwischen der Aktivitit der Malico- und Succine 
dehydrasen und Malonathemmung. Das Verhiltnis der Reduktionszeiten 1 
Gegenwart von Malat und Succinat wurde auf der Ordinate aufgetrage?, 
die Abszisse stellt die prozentuale Malonathemmung dar. Man sieht all 
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| der Kurve, daB die Malonathemmung desto griBer ist, je gréBer die 
-Reduktionszeit in Gegenwart von Malat gegeniiber der in Gegenwart von 
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II. Versuche mit Farbstoffen. 


Es wurde gezeigt, daB der von den Niahrstoffen mobilisierte 

| Wasserstoff den O, baw. das Cytochrom iiber das C,-System er- 

_____ Breicht. Da die Reduktion der Farbstoffe im Seiediens des 

mmung J Atmungsprozesses seit Khrlichs und Thunbergs klassischen 

FArbeiten eine hervorragende Rolle spielt, schien es von Interesse 

85%), ‘festzustellen, wieweit der von den Nihbrstoffen mobilisierte Wasser- 

“stoff den Farbstoff direkt oder durch Vermittlung des C,-Systems 

‘reduziert. An Stelle des ganzen Muskels arbeitete ich mit dem 

‘yon Banga®) empfohlenen Muskelextrakt, der das vollstiindige 
 Atmungssystem enthilt. 


_  Zunichst fragte es sich, ob die Reduktion des Farbstoties 
94” durch Malonat hemmbar ist. Der Versuch zeigte, daB die 
' f@ Reduktion des Methylenblaus durch geringe Mengen von Malonat 
‘in allen Versuchen gehemmt wird. Die Hemmung (durch die 
‘reziproke Entfirbungszeit berechnet) schwankte in 69 Versuchen 
-zwischen 17—78°/,, betrug i. D. 47°/). Da die Menge des an- 
‘wesenden Succinats zu gering ist, um selber den Farbstoff zu 
‘Teduzieren, so beweist der Versuch, daB der gréBte Teil des 
obilisierten Wasserstoffes den Farbstoff tiber das C,-System, 
‘dem Cytrochrom gleich, iiber Succinat, erreicht. Das Beispiel 
“des Methylenblaus zeigt, daB es geniigt, wenn der Farbstoff nur 
wr un wenige Millivolt positiver ist, als das System, das den Farbstoff 
reiten in Pedaziert. Obwohl der EK, des Suecinats nur um einige Maillivolt 


4 a 









retragel, 
ieht au: =) «Diese Z. 244, 182 (1936). 
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negativer ist als E, des Methylenblaues, vermag Succinat doc) 
Methylenblau energisch zn reduzieren. Sollte der Donator de 
Atmung die zugesetzten Farbstoffe unmittelbar reduzieren, so hit, 
der Farbstoff ohne Riicksicht auf sein Potential rasch reduziey 
werden miissen, bis er mit seinem KE, sich an das E,, de 
Donators dicht niahert. E, des Triosephosphats (Donator de 
Atmung) ist unbekannt, liegt aber sicherlich itiber — 200 mY. 


Setzt man aber einen Farbstoff wie Gallophenin zu (EK, — 0,149, 
das wohl durch Malat (E,— 0,169), nicht mehr aber durch Succing 
reduziert werden kann, so findet man eine verlingerte Reduktions. 
zeit. Wihlt man einen Farbstoff, der seinem Potentiale nach nich 
mehr durch das Malat, wohl aber noch durch den ,,Donator* de 
Atmung reduziert werden sollte, so findet man, daf eine Reduktia 
praktisch nicht mehr stattfindet. Dies beweist, daB bei Av. 


schaltung von Succinat der H den Farbstoff wohl noch durdJ hy 


die Apfelsiiure, aber nicht mehr unmittelbar erreichen kam, 
Natiirlich darf man aus dem negativen Ausfall des Versuches 
mit einem Farbstoff keine Schliisse ziehen, da bekannt ist, daf 
einzelne Farbstoffe durch Gewebe nicht oder nur langsam reduziert 
werden, obwohl, dem Potentiale nach geurteilt, eine rasche 
Reduktion stattfinden sollte. Aus diesem Grunde habe ich auch 
eine Reihe verschiedener Farbstoffe von verschiedenem E,, unter 
sucht. Diese Farbstoffe verhielten sich entsprechend den obige 
Angaben. 

Der Wasserstoff folgt also auch im Thunbergversuch dem 
physiologischen Weg und erreicht den Farbstoff iiber Oxalacetat- 
Malat—Fumarat—Succinat. Wird ihm der Weg zwischen Malat unl 
Fumarat ungangbar gemacht, so vermag er noch den Farbstoi 
iiber Oxalacetat—Malat zu erreichen. Kine unmittelbare Uber 
tragung vom Donator auf den Farbstoff scheint nicht zu be 
stehen oder vollzieht sich nur fiuBerst langsam”). 


Die eingangs erwaihnten Hemmungsversuche mit Malou 
lieBen sich auch erkliren, wenn man mit Weil-Malherbe’) at 
nehmen wiirde, daB das Malonat ein allgemeines Dehydrasegt 
ist und die Hemmung nicht durch die spezifische Vergiftung de 
Succino-dehydrase, sondern durch eine unspezifische Schiidigut} 





*) Dieser Mechanismus erkliirt auch, warum Methylenblau sich ti 
Dehydrierungsversuche besonders eignet. Dieser Farbstoff kann eben 100 
durch das Succinat reduziert werden. 


’) Biochemic. J. 31, 299 (1937). 



































itber die Dehydrasekoppelungen in der C,-Dicarbonsiurekatalyse. 197 





it. doch ME der Wasserstoffmobilisierung verursacht. Man kann sich aber sehr 
tor der Mecinfach von der Unrichtigkeit dieses Einwandes tiberzeugen. 
30 hiitte [Ee Arbeitet man nimlich mit einem Farbstoff, der negativer ist als 
sduziert [das Succinat—-Fumarat-System, das also durch Succinat nicht 
EK, des mehr reduziert werden kann (z. B. Gallophenin), so findet man 
tor der Menicht nur, daB das Malonat die Entfarbung nicht hemmt; im 
mV, ) Gegenteil wird jetzt die Dehydrierung in den meisten Versuchen 
- 0,149) ‘durch Malonat sogar stark beschleunigt. Die Beschleunigung ist 
Succing: evariabel und kann 1000°/, erreichen. Es ist leicht, diese Be- 
iktions @eschleunigung zu erklaéren: 0,3 g Muskel, der im Versuch an- 
ch nicht ME gewendet wird, enthalt ungefihr 0,03 mg Dicarbonsiure, die dem 
tor® de ge verwendeten Farbstoff annihernd iquivalent ist.. Die Dicarbon- 
duktioy AE siure ist im frischen Muskelextrakt zum gréBten Teil als Fumarat— 
oj Ans. Me Malat anwesend. An der Succino-dehydrase wird nun das Fumarat 
dure) ME bydrierend aktiviert und reoxydiert den entstehenden Leukofarbstoft. 
















1 kann, Diese Reoxydation bzw. diese Aktivierung des Fumarats wird nun 
rsuches edurch das Malonat gehemmt. Diese Umkehrung der Hemmung 
ist, daj feu Steigerung ist ein scharfer Beweis der Spezifizitit der Malonat- 
oduziet Mevergiitung der Succino-dehydrase. Wird die Farbstoffreduktion 


durch unspezifische Dehydrasegifte, wie Urethan, gehemmt, so 
pindet eine solche Reversion nicht statt (vgl. Tab. VI). 


rasche 
ch auch 
, unter- Die mit Leber und Niere ausgefiihrten Versuche gaben ein 
 obigen HF cleiches Resultat wie beim Muskel. In der Leber wurde mit 
“Methylenblau durch Malonat in allen 14 Versuchen eine Hemmung 


ch den erhalten, die durchschnittlich 45°/, betrug. Mit a wurde 
lacetat- Edurch Malonat in 6 Fillen eine Steigerung (bis 200°/,), in 2 Fallen 
slat unt Peine schwache Hemmung (bis 14°/,) gefunden. In der Niere gab 
‘arbstoi f/ Malonat mit Methylenblau in 6 Versuchen stets Hemmung, ge- 
> Uber ttelt 49°/,. Mit Gallophenin steigerte Malonat in allen 3 Ver- 


zu be Psuchen, Diese Resultate mit Leber und Niere sind darum 
Pyon Bedeutung, weil die C,-Katalyse in diesen Geweben weniger 

Maloust fe leicht und iiberzeugend demonstriert werden kann wie im Muskel, 

ye") ali )da in Leber und Niere Malonat die Atmung oft nur wenig oder 

Irasevit Me Picht hemmt und Fumarat dieselbe oft nicht oder nur wenig 

ung de msteigert. Die Versuche mit Farbstoffen zeigen deutlich, daB der 

adiguus a. Transport auch in diesen Geweben durch das C,-System ver- 
ppittel werde. 


ee 


sich Ue Diese neuen Erfahrungen gestatten es, nun einige iiltere Beob- 
ben 100 MR achtungen befriedigend zu erkliren. Wir konnten lange nicht verstehen, 

Pvieso die Malonathemmung durch Fumaratzusatz aufgehoben werden kann. 
ew eiterhin beobachteten wir, daB sich, in Gegenwart von Malonat, das 
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zugesetzte Fumarat als Succinat anhiuft, wofiir wir auch keine Erklirung 


hatten. Jetzt kénnen wir diese Erscheinungen folgendermaBen erklirey 
Wird dem Muskel Fumarat zugesetzt, so wird dieses an der Suceino. 
dehydrase adsorbiert. N. B. Das‘) zeigte, daB Malonat das Fumarat ay 
Enzym viel weniger als das Succinat zu verdriingen vermag oder in de 
Adsorption hindert. Das dem Gewebe zugesetzte Fumarat wird also trot, 
Gegenwart von Malonat am Ferment adsorbiert und zu Succinat reduziert, 
Dieses Succinat wird sogleich durch das Cytochrom reoxydiert. Somit ent. 
faltet die Dicarbonsiiure ihre katalytische Funktion trotz Gegenwart voy 
Malonat. Natiirlich hat jedes adsorbierte Molekiil eine gewisse Wahr. 
scheinlichkeit, in dem Augenblicke losgelassen zu werden, in dem es ip 
reduzierter Form als Succinat anwesend ist. Die Reoxydation bzw. Re. 
adsorption dieses Succinats wird durch das Malonat gehemmt. Also wird 
in Gegenwart von Malonat das zugesetzte Fumarat langsam in Succinat 
iibergefiihrt. Ist die ganze Dicarbonsiuremenge in Succinat umgesetzt 
so bleibt dann auch die Atmungskatalyse stehen. Daten iiber die Ge. 
schwindigkeit der Umsetzung sind in unserer friiheren Arbeit zu finde 
(a. a. O. 5, S. 48, 56). Der Muskel enthilt normalerweise so geringe Mengen 
von Dicarbonsiiure, da diese in Gegenwart von Malonat in kiirzester Zeit 
in Succinat umgesetzt werden, wobei die Atmung zum Stillstande gebracht, 
durch Fumaratzusatz dann wieder in Gang gesetzt werden kann. 


Experimenteller Teil. 


Die Versuche wurden in dem von uns modifizierten Thunbergapparat 
(a. a. O. 5, S. 18) bei 37° ausgefiihrt. In das Hauptrohr wurde die Gewebs- 
suspension, der Hemmungskérper und Ringerphosphat eingefiihrt. In das 
SeitengefiB kam in jedem Falle 1 ml des 1: 5000 verdiinnten Farbstoties. 
Die Menge des Gewebes wurde so gewiihlt, daB die Dehydration im 
Kontrollversuche mit Methylenblau sich innerhalb 2—5 Minuten vollzieht. 
Die Réhren wurden schon wiihrend der 1’30” dauernden Evakuierung 
ins Wasserbad gesenkt, so daB8 sie bei Zusetzung des Farbstoffes stets 
die Temperatur angenommen hatten. Die Gewebe wurden entweder 
als Suspensionen nach Zerkleinerung mit einer Latapiemiihle oder als 
Extrakte angewandt. Dieser Extrakt wurde in der Weise dargestellt, dai 
das betreffende zerkleinerte Gewebe 5 Minuten lang in einem Morser mit 
je 1m! destilliertem Wasser pro Gramm Gewebe zerrieben und nachher 
durch ein Tuch ausgepreBt wurde. Diese Extrakte verhielten sich genau 
so wie die Suspensionen und hatten den Vorteil, daB sie leicht pipetticrt 
werden konnten. Die Gewebe wurden stets sogleich nach Toten des 
Tieres verarbeitet. Lagern der Suspensionen oder Extrakte verursacht 


unregelmaBige Verschiebungen der Resultate. 

Py der Versuchsfliissigkeit 7,2. Die Konzentration des Malonats be: 
trug stets 5 mg pro 4ml Gesamtvolumen. Der Extrakt entsprach im 
einzelnen Versuch 1/, g Gewebe. 

Von meinen zahlreichen Versuchen seien als Beispiele folgende at 


gefiihrt: 


8) Biochemic. J. 31, 1134 (1937). 
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Tabelle V. 


(ber die Dehydrasekoppelungen in der C,-Dicarbonsiurekatalyse. 
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Dehydrierungszeiten 
Material enn ntane sh Se En 
Extrakt | Mit Malonat 
Taubenbrust- 1’ 50” | 4’ 05” 
; muskel . . ig | 12’ 
| Katzenleber . 3’ 30” 6’ 45” 
q 45’ 32’ 
’ Katzenniere . 1’ 45” 5’ 00” 
4 iy i 13’ 





Tabelle VI. 


+ Forderung 
— Hemmung 


-- 55°/, 


+ 50%) 
— 48°, 
+ 100°), 


aoe 65°/, 
+ 30°/, 





Farbstoff 


Methylenblau 


Gallophenin 


Methylenblau 
Gallophenin 


Methylenblau 
Indigodisulfonat 


Wirkung von Malonat und Athylurethan. 





Dehydrierungszeiten 











Mit | Mit 
Methylenblau | Indigodisulfonat 
‘Taubenbrustmuskel allein if Big e-a 4’ 10” | 45° 
- 5 mg Malonat. . 8’ 55” 36’ 
7 400 mg Urethan. 6’ 50” 70’ 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCXLIX. 15 
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Versuche iiber die Dehydrasekoppelung 
mit Fermentpraparaten”). 


Von 


I, Banga. 


(Aus dem Institut fiir medizinische Chemie der Universitat Szeged.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 12. August 1937.) 


In der vorhergehenden Mitteilung wurde durch F. B. Strau} 
gezeigt, daB der vom Donator mobilisierte Wasserstoff im Musk 
dem Cytochrom durch das C,-Dicarbonsiuresystem zugefithrt 
wird. Dasselbe war der Fall, wenn an Stelle des Sauerstotiis 
bzw. Cytochroms Farbstoffe als Wasserstoffacceptoren verwende 
wurden. Es schien nun erwiinscht, dieselben Versuche mit 
reinigten Enzympraparaten einerseits und mit bekannten Donatorer 
anderseits zu wiederholen. Ich zeigte in meiner vorgehende 
Mitteilung (8. 185), daB die Donatoren der Atmung in unsere 
Muskel die Hexosephosphate seien. Fiir diese Versuche wurk 
das in meinen vorgelhenden Mitteilungen beschriebene ,,gewascheue 
Enzym“ verwendet. Zubereitung des Aktivators vgl. 8. 184. 

Wird Hexose—Di- oder Monophosphat im Thunberg-Ve- 
such in Gegenwart von Enzym mit Methylenblau versetzt, si 
beobachtet man meistens eine nur sehr langsame Entfirbung 
Diese Entfirbung wird durch Zugabe des Aktivators (1 mg) sel 
stark beschleunigt. Wird nun derselbe Versuch in Gegenwart 
von Malonat wiederholt, so findet man in der gréBeren Anzal. 
der Versuche keine Hemmung. Man kénnte also denken, dil 
bei der Ubertragung des Wasserstoffes auf den Farbstofi «i 
(',-Dicarbonsiiuresystem keine Rolle spielt. Das dem aber mili 
so ist, kann leicht bewiesen werden. Unterwirft man das Enzy 
priparat naimlich einer Dialyse von 2'/,—31/, Stunden, so find 
man, daB das Enzym in sehr hohem MaBe Malonat-empfindli: 
geworden ist. Das hat man sich folgendermafen zu erklire! 


*) Diese Arbeit wurde durch die Josiah Macy jr.-Stiftun 
New York, unterstiitzt. 
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Versuche tiber die Dehydrasekoppelung mit Fermentpriparaten. 920] 
: ‘Das gewaschene Enzym enthalt stets noch C,-Dicarbonsiuren, die 
: B durch Succino- und Malico-dehydrogenase hartnackig zuriickgehalten 
E verden, Vergleicht man die Menge des Methylenblaues mit der 
Menge des Sauerstofies, die durch dasselbe Enzym in der gleichen 
Zeit reduziert werden kann, so findet man, daB die Menge des 
: ' Sauerstoffes viel gréBer ist als das Aquivalent an Methylenblau. 
' 4 ‘Das C,-Dicarbonséuresystem vermag also viel gréBere Mengen 
Pyon We asserstoff zu transportieren, als das Methylenblau zu iiber- 
“neltmen vermag. Die Reduktion des Methylenblaues wird also 
“nicht durch den Wasserstofftransport am C,-Dicarbonsiuresystem 
F limitiert. Der limitierende Faktor ist ein anderer, wahrschein- 
Q Jich die Diffusion des Farbstoffes. Wird nun die Baestno- dehydrase 
durch Malonat gehemmt, so hat dies doch keinen Hint luB auf 
“die Reduktion des Methylenblaues, da der Wasserstofftransport 
-Muskel [R gelbst in Gegenwart von Malonat ausreicht, das Methylenblau zu 
ugefiiht [ reduzieren. Wird aber durch Dialyse die Menge der C,-Dicar- 
erstofie J ponsiiure noch weiter herabgesetzt, so wird eine weitere Be- 
rwende cbrinkung der Aktivitiit der Buseiae- dehydrase durch Malonat 
mit g-fmun diesen Teil der Reaktionskette zum limitierenden Faktor 
ynatoren J machen, und wir erhalten eine starke Hemmung, wenn wir diesen 
ehenda {Weil durch Malonat noch weiter beeintrichtigen. Diese Versuche 
unsere beweisen unzweideutig, daB die gewaschenen Enzympriiparate 
e wurde (Boch stets geniigend C,-Dicarbonsdure enthalten, um den Wasser- 
off zu transportieren, und zugleich beweist die nach Dialyse 
haltene Malonathemmung, dab der Wasserstoff des Zymophos- 
den Farbstoff iiber das C,-Dicarbonsiuresystem erreicht. 


Straub 















yaschene 
184. 
ro -Ver- 
etzt, 
firbung 
mg) selit 


Man kénnte nun mit Weil-Malherbe!) den Kinwand machen, 
ai das Malonat nicht spezifisch aut die Succino-dehydrase wirkt, 
Sondern ein allgemeines Dehydrasegift ist. Dieser Einwand kann 









genwal Re Bhnlich wie in Straubs Versuchen durch Heranziehen von Farb- 
| Anzil BP totfen mit verschiedenen E, widerlegt werden. Wenn wir Gallo- 
en, dB @henin verwenden, so finden wir, daB das Malonat an Stelle 
stoti ds @ner Hemmung nun eine starke Steigerung gibt, und zwar finden 
er cl wir, daB Malonat dort, wo es die Reduktion des Methylenblaues 
Enzyn cht hemmt, die addition des Gallophenins stark fordert; im 


so finde 
pfindhd 
erklirel’ 


lalysierten Ferment dagegen, wo Malonat Methylenblau stark 
mmt, wird dié Gallopheninreduktion nicht geférdert. Dies ist 
rstandlich, DaB das Malonat am _ undialysierten Enzym 
ethylenblau nicht hemmt, hat seinen Grund darin, daB das 













iftung 





Biochemie. J. 31, 299 (1937). 








2.02 I. Banga, 


Enzympraparat relativ reich an Fumarat ist. Je mehr Fumarat 
anwesend ist, desto mehr wird Malonat die Reduktion des Gallo. 
phenins beschleunigen. Je weniger Dicarbonsdure anwesend ist. 
desto weniger kann Malonat die Gallophenin-Reduktion beférderp, 
und darum ist in dieser Richtung Malonat auch am dialysierten 
Enzym inaktiv. 

Nicht alle Enzympraparate verhalten sich gleich. Knapp die 
Hilfte ist auch schon ohne Dialyse durch Malonat hemmbar 
Dies bedeutet, daB es ab und zu gelingt, durch wiederholtes 
Waschen des Enzymes die anwesende C,-Dicarbonsiure weit. 
gehend zu entfernen. 


DaB diese Erklirung des Versuches die richtige ist und 
Dialyse die Eigenschaften des Priiparates tatsichlich dadurch 
verindert, daB durch sie die anwesenden ©,-Dicarbonsiuren ent. 
fernt werden, beweist der Umstand, daB durch Zugabe ganz ge. 
ringer Mengen von Furmarat die Kigenschaften des dialysierten 
Enzymes wieder mit den Kigenschaften des undialysierten Knzymes 
gleichgemacht werden kénnen. 


Werden die C©,-Dicarbonsiiuren durch Dialyse weitgehend 
entfernt, so sinkt die Fahigkeit des Systemes, Farbstoffe zu redu- 
zieren, auf sehr niedrige Werte. Das urspriingliche Vermigen 
den Farbstoff zu reduzieren wird durch Zugabe von geringen 
Mengen der Dicarbonsiure wieder hergestellt. 


Die Malonathemmung zeigt, dab der Wasserstoff den Farb- 
stoff am leichtesten iiber den physiologischen Weg, durch das 
ganze zweistufige C,-System erreicht: Oxalessigsiiure—Apfelsiiure, 
Fumarsiure—Bernsteinsiiure. Ist die Succino-dehydrase ausgeschal- 
tet, so vermag der Wasserstoff, wenn auch schwieriger, iiber 
Oxalessigsiiure—Apfelsiiure noch den Farbstoff zu_ erreichen. 
Ist das C,-System ganz ausgeschaltet, so kann der Wasserstoli 
auf den Farbstoff nur in iiuBerst beschrinktem MaB8e iibertragen 
werden. Es ist nicht ausgeschlossen, daB selbst unsere dia- 
lysierten Praparate noch geringe Mengen von Dicarbonsiure ent- 
halten haben; wenn es gelinge, die C,-Dicarbonsduren giinzlich 
zu entfernen und dann iiberhaupt keine Reduktion des Far)- 
stoffes stattfinde, so wire daraus der SchluB zu ziehen, dab eit 
Ubertragung des Wasserstoffes des Donators auf den Farbstot 
ausschlieBlich nur iiber das C,-Dicarbonsiuresystem stattfindes 
kann. Leider lassen sich die Enzympraparate nicht so lange 
dialysieren, da sie ihre Aktivitit belin Stehen einbiiBen. Di 
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Versuche lassen aber mit Sicherheit sagen, dah, selbst wenn 
iberhaupt eine Wasserstoffiibertragung vom Donator auf den 
Farbstoff ohne C,-Dicarbonsiiuren stattfinden kann, diese Uber- 
tragung fuBerst gering ist und daf iiber diese direkten Wege 
pur ein ganz geringer Bruchteil des Wasserstoffes den Farbstoff 
erreichen kann. 

Die aeroben Versuche, in denen Sauerstoff als Acceptor 
gebraucht wird, geben ein ganz analoges Resultat. In vielen 
Fillen wird der Sauerstoffverbrauch durch Malonat nicht gehemmt 
und durch Fumarat nicht geférdert. Diese unempfindlichen Pri- 
parate kénnen aber fiir genannte Zusitze durch Dialyse empfind- 
lich gestaltet werden. Also findet der Wasserstofftransport dem 
Sauerstoff bzw. Cytochrom zu auch iiber das C,-Dicarbonsiure- 
system statt. 

Der Umstand, daB das System im aeroben Versuch oft 
Malon-unempfindlich gefunden wird, zeigt, daB die Aktivitit dieses 
Systemes nicht durch die Wasserstofftransporte durch die ©,-Di- 
carbonsiure, sondern einen anderen Faktor limitiert sei. Ich 
werde mich mit diesem Faktor in der nachfolgenden Mitteilung 
beschiftigen. 


Versuche. 


Thunberg-Roéhre’). Je 1,0 ml Enzymlésung (vgl. S. 187) 1,0 ml 1:5000 
Farbstofflésung. 1mg Co-Ferment, 1 mg Aktivator. 2,5 mg Robisonester. 
jmg Malonat. Gesamtvolum 5 Mol. Es werden die Reduktionsintensitiiten 
angegeben. (Reziproke Entfirbungszeit multipliziert mit 100.) 


EinfluB der Dialyse. 








Enzym Enzym 
undialysiert 2" dialysiert 
Methylen- Gallo- |Methylen-| Gallo- 
blau phenin blau | phenin 
Enzym, Co- Ferment, Robison- 
esa, a a a, a 10 9 2,5 2,9 
Enzym, Co-Ferment, Robison- | 
ester, Aktivator . ... . 83 | 19 11,2 4,19 
Enzym, Co-Ferment, Robison- | 
ester, Aktivator, Malonat . . 83 40 7,1 3,3 





Diese Z. 236, 1 (1935). 











Temperatur stehen gelassen. 


2.04 I. Banga, Versuche iiber die Dehydrasekoppelung usw. 


Der folgende Versuch soll den EinfluB des Fumaratzusatze; 
auf das dialysierte Enzym zeigen. Zum Vergleich wurde ein Tei 
des Enzymes die gleiche Zeit (3'/, Stunden) ohne Dialyse bei derselhe; 








Enzym, Co-Ferment, Robison- 
ester . 

Enzym, Co-Ferment, Robison- 
ester, Aktivator . 

Enzym, Co-Ferment, Robison- 
ester, Aktivator, + Malonat 
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: New York, unterstiitzt. 


Uber die Rolle des gelben Fermentes bei der Atmung’). 
Von 


I. Banga. 


(Aus dem Institut fiir medizinische Chemie der Universitat Szeged.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 12. August 1937.) 


Meine vorher beschriebenen Versuche wiesen darauf hin, daf 


die aerobe Oxydation der Hexosephosphate durch einen Faktor 
| limitiert wird, der weder mit der Succino- noch der Malico- 
| dehydrase, oder dem Cytochromsystem identisch ist. Hin gleiches 
} Resultat ergibt die Oxydation der Apfelsiiure. Unser ,,gewaschenes 
| Enzym“ (vgl. vorstehende Mitteilung) enthilt eine sehr aktive 
| Succino-dehydrase mit dem zugehérigen Cytochrom- Cytochrom- 
| oxydase-System. Ebenso enthalt das Enzym auch eine sehr aktive 
' Malico-dehydrase. Man wiirde also erwarten, daB die Apfelsiure 
| durch dieses System energisch oxydiert wird. Der Wasserstoff 
' der an der Malico-dehydrase aktivierten Apfelsiure sollte auf die 
' an der Succino-dehydrase aktivierte Fumarsiure iibertragen und 
' die hierbei entstehende Bernsteinsiure sollte durch das Cytochrom 
F reoxydiert werden. 


Der negative Ausfall der Reaktion laBt zunachst vermuten, 


'daB die durch Oxydation der Apfelsiure entstehende Oxalessig- 
| siure die weitere Oxydation stark hemmt. Dies ist auch tatsiach- 
lich der Fall. Die entstehende Oxalessigsiure kann durch Zugabe 
| von Glutaminsiure beseitigt werden. Tatsiichlich steigert zugesetztes 
_Glutaminat den Sauerstofiverbrauch bedeutend, der in einigen 
_ Versuchen nicht unbetriichtliche Werte erreichen kann. Immerhin 
aber ist in den meisten Versuchen die Sauerstoffaufnahme relativ 
| gering. Wird der Wasserstoff in der Normalatmung durch die 
_ (-Dicarbonsiuren transportiert, wie wir dies annehmen, so miiBte 
1 die Oxydation des Malats in Gegenwart von Glutaminat recht 
‘intensiv verlaufen, wenn unser System komplett wire. 


*) Diese Arbeit wurde durch die Josiah Macy jr.-Stiftung, 











2.06 I. Banga, 


Es ist eine altere Erfahrung, die durch D. E. Green?) auch 
systematisch untersucht wurde, daf Dehydrasen nicht unmittelbay 
miteinander reagieren, und daf das Malat Fumarat nur zu red. 
zieren vermag, wenn eine elektroaktive Substanz die Reaktioy 
vermittelt. 

Es lag nahe, als Wasserstoffiibertriger zwischen beiden De- 
hydrasen an den Kiweibkomplex des von mir und Szent-Gydrgy; 
zuerst beobachteten Flavins zu denken, das nach Warburg und 
Christian?) die prosthetische Gruppe des gelben Fermentes ist, 
Dehydrasepraparate, wie das von uns verwendete EKnzym, enthalten 
schwankende Mengen dieses Flavoproteins. Es ist sehr schwer 
die letzten Spuren dieser Substanz zu entfernen. Unsere schwanken. 
den Resultate konnten also mit dem schwankenden Gehalte an 
gelbem Ferment in Zusammenhang gebracht werden. 


Ks lag um so naher in diesem Verbande an das gelbe Ferment 
zu denken, da dessen von Kuhn und Boulanger’) gemessenes 
Potential (E, = — 0,060 Vol. p,, 7, 38°) eben zwischen dem Potential 
der Succino- (EK, = — 0,011 Vol., p,, 7,4, 38°) und Malico-dehydrase 
(E, = 0,169 Vol., p,, 7, 37°) liegt. Weiterhin zeigten F. G. Fischer 
und H. Eysenbach‘), daB gelbes Ferment die Fumarsiure a 
der Fumar-dehydrase der Hefe zu hydrieren vermag. Dasselbe 
zeigte K. Lak1i5) fiir die Succino-dehydrase des Muskels. Warburg 
und Mitarbeiter zeigten, daB Co-Ferment I (Cozymase) gelbes 
Ferment zu hydrieren yermag. Die Dehydrierung von Malat wird 
durch diese Codehydrase vermittelt. 

Die experimentelle Prifung dieser Frage wurde uns durch 
die Freundlichkeit H. Theorells erméglicht, der uns eine geringe 
Menge des reinen gelben Fermentes zur Verfiigung stellte. Sie 
war zu gering, um damit viele Versuche Auszufiihren, aber das 
Ergebnis der durchgefiihrten Versuche war so eindeutig, dab ihre 
Publikation berechtigt erscheint. 

Der Versuch zeigt, da8 geringe Mengen des gelben Fermentes 
die Oxydation der Apfelsiiure stark beférdern. Dies beweist, dab 
das gelbe Ferment an der Oxydation der Apfelsiure beteiligt ist 
Ihre Rolle hierbei kann keine andere sein, als die eines Wassel- 
stoffiibertragers zwischen beiden Fermenten, der Malico- und 
Succino-dehydrase, d. h. zwischen Malat und Fumarat. Die Sauer 


1) Biochemic. J. 30, 2095 (1936). *) Biochem. Z. 254, 488 (1982. 
*) Ber. chem. Ges. 69, 1557 (1936). 
*) Liebigs Ann. 530, 99 (1937). 5) Diese Z. 249, 61 (1937). 
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toffaufnahme ohne Zulage von gelbem Ferment mu8 dem im 
| Dehydrasepraparat noch anwesenden gelben Ferment zugeschrieben 


| werden. 


Ich versuchte auch, wie weit das gelbe Ferment an der 


Oxydation des Hexosephosphats, bzw. an dem T'ransporte seines 
| Wasserstoffes beteiligt ist. Zum gewaschenen Enzym wurde also 
' Aktivator, Hexosediphosphat, Co-Ferment und Fumarat zugesetzt. 
: Kigentlich ist dieser Versuch dem vorher beschriebenen gleich, 
' nur wird an Stelle des Glutaminats Hexosediphosphat und sein 
| Aktivator zugesetzt, um das entstehende Oxalacetat zum Ver- 


' schwinden zu bringen. 


Ich versuchte auch Glutaminat mit Hexosediphosphat plus 


| Aktivator zu ersetzen. In Gegenwart des Aktivators vermag Hexose- 
| diphosphat das an der Malico-dehydrase gebildete und aktivierte 
' Oxalacetat zu reduzieren. Dies entspricht auch den physiologischen 
Verhiltnissen, in denen Oxalacetat den Wasserstoff des Hexose- 
' diphosphates itbernimmt. 


Unser Enzympriparat vermag in Gegenwart von Hexose- 


| diphosphat und Aktivator gut meBbare Mengen von Sauerstoff zu 
' verbrauchen. Die aufgenommene Menge von Sauerstoff schwankt, 
' erreicht aber die Menge des in der Normalatmung verbrauchten 
_ Sauerstoffes meistens nicht. Ist das Enzympraparat arm an C,-Di- 
' carbonsiuren, so kann die Sauerstoffaufnahme durch Fumarat 
' noch geférdert und durch Malonat gehemmt werden. 


Ich habe den zu berichtenden Versuch mit einem an C,-Di- 


| carbonsiuren armen Praparat ausgefiihrt. Zugabe des gelben Fer- 
' mentes erhéhte die Sauerstoffaufnahme nicht, nachdem diese durch 
; die Menge an C,-Dicarbonsiure limitiert war. In Gegenwart von 
| germger Menge Fumarat steigert jedoch das gelbe Ferment den 
' Sauerstoffverbrauch auf derart hohe Werte, wie sie in der Normal- 


atmung des Muskels nur selten erreicht werden. Durch Malonat 


| war die Reaktion stark hemmbar. In Gegenwart von Fumarat 


hemmte Malonat nur wenig. 


_ Diese Beobachtungen beweisen, daf das gelbe Ferment am 
Wasserstofftransporte beteiligt ist, und daB dieser Wasserstoft- 


transport tiber das C,-Dicarbonsiuresystem lauft. Der H erreicht 


das Cytochrom iiber die Succino-dehydrase. Das gelbe Ferment 


; ist hierbei zwischen Succino- und Malico-dehydrase eingeschaltet. 
_ Der Wasserstoff des Hexosediphosphates wird iiber dieses System 


verbrannt, 








208 I. Banga, Uber die Rolle des gelben Fermentes bei der Atmung, 


Versuche, 


Messung des O,-Verbrauches im Warburg-Respirometer. Zulagen: J, 
1,5 ml Enzym (vgl. vorstehende I. Arbeit), 5mg rohes Co-Ferment, 10 mg 
Glutaminsiure. Gelbes Ferment entspricht in jedem Versuch 0,12 y Luni- 
flavin. Messung des O, begann 6 Minuten nach Einsenken ins Wasserhai 
(38°). Die anzufithrenden Zahlen geben den Sauerstoffverbrauch in dey 
ersten 10 Minuten der Beobachtung. Es sei bemerkt, daB 0,5 ¢ zor. 
kleinerter Taubenmuskel, der dem verwendeten ,,Enzym‘“ an Menge ent 
spricht, in 10 Minuten 150—300 ecm QO, verbraucht. 


ee ee ee 0,0 ccm 0, 
Co-Ferment, Fumarat (bmg). ......... 0,0 cem 0, 

+ ‘ ee ee ee ee 0,0 cem 0, 

4» gelbes Ferment, Co-Ferment. ......... 0,0 cem 0, 

, Co-Ferment, Fumarat, Glutaminat ....... 15,0 ccm 0, 


- ¥ gelbes Ferment, Glutaminat .... 60,0 ccm 0, 
Co-Ferment, gelbes Ferment, Glutaminat, Fumarat 140,0 cem 0, 


Im Versuch mit Hexosediphosphat wurde 8 mg des Zymophosphates, 
10 mg Fumarat, 4 mg Malonat, 5 mg Aktivator zugesetzt. Die O,-Aufnahme 
war in den ersten 10 Minuten der Beobachtung die folgende: 


Enzym Co-F., Hex.-diph., gelbes Ferment ......... £15cemm 0, 
ss » ‘s “ ‘ und Malonat. . . 3 cmm 0, 

- 9 ‘“ Aktivator . Yaak ee 90 cmm 0, 

‘5 ys " und Malonat...... 30cmn 0, 

- ia a ™ » Fumarat. ..... 225 cmm 0, 

“ = Pa . + Malonat. 175 cmm 0, 

m - - ,» gelbes Ferment. . . 90cmm 0, 


9) ”” 3? 39 “3 ”? 


+Fumarat 417 cmm 0, 


9 9 ? a 9” 9) 


+- Fumarat + Malonat 297 cmm 0), 
9 " gelbes Ferment, Fumarat. . . .. 75 cmm 0, 
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fiber den Mechanismus der Milchsiurebildung im Muskel’*). 
Von 
I. Banga. 


(Aus dem Institut fiir medizinische Chemie der Universitit Szeged.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 12. August 1937.) 


Nach den Untersuchungen von Dische, Meyerhof und 
Parnas wissen wir heute, daB eine der zentralen Reaktionen 
der Milchsiuregirung die Oxydoreduktion zwischen Brenztrauben- 
siure und Triose ist, wobei die Saéure als H-Acceptor dient. Zu 
dieser Reaktion wird die Brenztraubensiure an der Malico- bzw. 
Lactico-dehydrogenase hydrierend aktiviert. Setzt man einem 
wiBrigen Muskelextrakt (vgl. vorstehende Mittlg.) Brenztrauben- 
siure und Hexosediphospiat zu, so wird die Brenztraubensiure 
zum Schwunde gebracht. (Reduktion zu Milchsiure.) Besonders 
deutlich ist dies, wenn man Fluorid zusetzt und hierdurch ver- 
hindert, daB das oxydierte Triosephosphat in Brenztraubensiure 
iibergeht. Ich habe beschrieben (vgl. S. 183), daB die granulire 
Masse, die Lactico-dehydrase enthilt, an der Zentrifuge ab- 
getrennt werden kann. Dementsprechend findet man, daB die 
klare, an der Zentrifuge gewonnene ,,Fliissigkeit* in Gegenwart 
von Hexosephosphat auch keine Brenztraubensiure zum Schwunde 
bringen kann. (Ebensowenig kann sie Oxalessigsiiure reduzieren.) 

Mift man nun die Geschwindigkeit der Milchsiurebildung in 
Gegenwart von Hexosediphosphat, so findet man, daB die klare 
liissigkeit* annihernd ebenso aktive Milchsiure bildet, als wie 
der ganze Extrakt. Die abgeschiedene granulire Masse kann 
selber keine Milchsiure bilden. Dies macht es deutlich, daB die 
Oxydoreduktion zwischen Brenztraubensiure und Triosephosphat 
tir die Milchsiiurebildung, alteren Theorien entsprechend, nicht un- 
unginglich ndtig ist, da sie auch ohne diese Reaktion praktisch un- 
abveschwiicht vor sich gehen kann. Durch Zugabe der granuliren 


_ *) Diese Arbeit wurde durch die Josiah Macy jr.-Stiftung, 
New York, unterstiitzt. 
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Masse wird aber durch Aktivieren der Brenztraubensiure der Reak. 
tionsweg verschoben, und die Reaktion liuft tiber die oben genannte 
Oxydoreduktion. Dies scheint bereits in unserem verdiinnten 
Extrakte weitgehend der Fall zu sein, so daB man vermuten kann, 
daB im ganzen Muskel, wo die granulire Masse sich auf ein kleines 
Volum zusammengedringt findet, die Fermentation ganz iiber die 
Oxydoreduktion mit Brenztraubensiure verlauft, die dann wirklich 
den ,,Hauptweg der Milchsiuregirung* bildet. Ohne diese Brenz- 
traubenséure-aktivierung kann aber die Milchséurebildung mit 
gleicher Geschwindigkeit iiber einen anderen Weg ablaufen. Die 
Lactico-dehydrase beeinfluBt nicht die Geschwindigkeit, sondem 
nur den Weg der Milchsiurebildung. Ist kein Aktivator fir 
Brenztraubensiure vorhanden, dann lagert sich das aktivierte 
Triosephosphat auf anderen Wegen in die stabile Milchsiure um, 

Nach Meyerhof!?) wird bei der Oxydoreduktion eine Phosphorsiiure 
an Kreatin gebunden. Der zweite Phosphor, der an Kreatin verankert 
wird, stammt aus dem Triosephosphat. Findet die Milchséurebildung ohne 
Oxydoreduktion statt, so wird wahrscheinlich pro Mol. gebildete Milchsiure 
nur eine Phosphorsiure auf Kreatin iibertragen. Dies muf in bésartigem 
Geschwulstgewebe und im embryonalen Gewebe der Fall sein, wo Brenz- 


traubensiure — wegen Mangel an Dehydrase — nicht aktiviert wird, trotz- 
dem aber eine energische Milchsiurebildung stattfindet. 


Versuche. 


Die Milchséurebildung von Muskelextrakt (1,5 ml), ,,Enzym“ und 
, Fliissigkeit’‘ wird in Gegenwart von 10 mg Hexosediphosphat in 1 Stunde 
gemessen. Die Zahlen bedeuten die in 1 Stunde gefundene Milchsiure 
(0-Wert abgezogen). 


Muskelextrakt............ 503mg 
geeeeR’S wt ee es sl 
SE Sek ee ss oe x, os Se 


') O. Meyerhof, Naturw. 25, 443 (1937). 
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Bemerkungen iiber Dehydrogenasen’). 


Von 


A. v. Szent-Gyorgyi. 


(Aus dem Institut fiir medizinische Chemie der Universitat Szeged.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 12. August 1937.) 


In den vorhergehenden Arbeiten von Banga und Straub wurde 


cezeigt, daB der aktivierte Wasserstoff des Hexosephosphats dem 


Cytochrom wie auch den Farbstoffen (im Thunberg-Versuch) 
durch das C,-Dicarbonsiure-System zugefiihrt wird. Er wird 


; vom Zymophosphat durch Oxilessiuatiare iibernommen. Die 
| entstehende Apfelsiure iibergibt ihn dem gelben Ferment und 
_ dieses wieder dem Fumarat. Erst das hierbei entstehende Succinat 


wird von Cytochrom oxydiert. Die Dicarbonsiiuren werden an 


i den entsprechenden ,,Dehydrogenasen“, an der Succino- und 
_ Malico-dehydrogenase aktiviert. Der Unterschied zwischen Cyto- 


chrom und Farbstoffen ist nur der, daB das Cytochrom nur 
durch das Succinat, kiinstliche Farbstoffe durch Succinat und 
Malat reduziert werden kénnen. Eine unmittelbare Uhertragung 
von H vom Zymophosphat findet nicht statt oder ist so gering, 
daB sie auBer jeder Proportion mit der Intensitat der Wasser- 
stoffmobilisierung steht. 

Nachdem die Oxydation des Zymophosphats eine der wich- 
tigsten biologischen Dehydrogenierungen darstellt, sei es gestattet, 
auf einige Konsequenzen dieser Befunde hinzuweisen. 

Die ,,Succino-“ und ,,Malico-dehydrogenase“ wirken in diesem 
System nicht als ,,Dehydrogenasen“, sondern als _ ,,Wasserstoff- 
Transportasen“. Die einzige wirkliche Dehydrogenase in diesem 
System ist die Dehydrogenase des Zymophosphats. Also wird 
der Farbstoff in diesem System nur durch die Transportasen, 
nicht aber durch die wahre Dehydrogenase reduziert. 

Wie Banga zeigte, wird der Farbstoff oder das Cytochrom 
auch am gewaschenen Enzympraparate in Gegenwart von Zymo- 


3 Diewe Arbeit wurde durch die Josiah Macy jr.-Stiftung, 
New York, unterstiitzt. 
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phosphat unmittelbar durch die Dicarbonséuren reduziert. Diese 
Siuren werden also durch die Fermente hartnackig zuriickgehaltep, 
Der Wasserstofitransport wird also durch die ,,Succino-“ und 
,»Malico-dehydrase“ nicht dadurch vermittelt, daB diese Fermente 
eine gewisse Menge von Dicarbonsiuren abwechselnd reduzierey 
und oxydieren. Der Mechanismus des Wasserstofftransportes ist 
der, daB diese Fermente Dicarbonsiuremolekiile in aktiviertey 
Zustande festhalten. Diese gebundenen aktiven C,-Dicarbonsiiure. 
molekiile kénnen dann voriibergehend H-Atome binden, um 
diese wieder weiter zu geben. Die Dicarbonsiuren haben also 
die Qualitit einer prosthetischen Gruppe. Diese Hydrogen- 
transportasen sind also eigentlich KiweiB-Stoffe, die als prosthe- 
tische Gruppe C,-Dicarbonsiuren in aktiviertem Zustande binden, 
Thre Struktur ist dem ,gelben Fermente“ analog. Wenn wir 
Eulers Nomenklatur heranziehen, so kénnen wir sagen, dab die 
eine genannte ,,Holo-transportase* aus Eiweif und Bernstein- 
oder Furmarsiure, die andere aus Hiwei8, Apfel oder Oxalessig. 
siure und Cozymase besteht. 

Wenn im Thunberg-Versuch in Gegenwart eines Substrates 
und eines gewaschenen Fermentes Methylenblau reduziert wird, 
so wird dies als ein Beweis einer unmittelbaren Wasserstofi- 
iibertragung von Substrat auf Farbstoff aufgefaBt. Die Entfirbung 
ist ein Beweis der Anwesenheit einer Dehydrogenase, wiihrend 
das Ausbleiben der Entfirbung das Gegenteil beweist. 

Die Versuche Bangas zeigen, daB diese Folgerungen im 
vorliegenden Falle unrichtig wiren. Die wahre Dehydrogenase 
reduziert nicht, wihrend die beobachtete Reduktion unmittelbar 
durch die H-Transportasen bzw. durch die Dicarbonsiuren be- 
dingt war. Die Menge der anwesenden Dicarbonsiuren wire 
natiirlich zu gering, um den Farbstoff zu reduzieren. Letzten 
Endes ist es der Wasserstoff des Zymophosphats, der den Farb- 
stoff durch die katalytisch wirkenden Dicarbonsiiuren reduzictt. 
(Der negative Ausfall eines Thunberg-Versuches kann auch durch 
Mangel an C,-Dicarbonsiure bedingt sein.) 

Der zugesetzte Farbstoff wurde an erster Stelle durch die 
Bernsteinsiure reduziert. War aber diese durch Malonat (C,) 
ausgeschaltet, so wurde der Farbstoff stets, wenn auch minder 
aktiv, noch reduziert. Ob er in diesem Falle unmittelbar nur 
durch das gelbe Ferment, oder auch noch durch das aktivierte 
Malat (bzw. Cozymase) reduziert wurde, bleibe dahingestellt. 
Vieles spricht dafiir, da® die Malico-dehydrogenase samt ihrem 
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(‘o-Ferment keinen Farbstoff reduzieren kann, denn sonst miiBte 


| die Hexose-phosphat-Dehydrogenase, die mit demselben Co-Fer- 
3 ment arbeitet, den Farbstoff auch reduzieren. Jedenfalls wird 
der Farbstoff im vorliegenden System nur an den Stellen redu- 
‘ ziert, wo der Wasserstoff auch in seiner physiologischen Bahn 
Edie Dehydrasen verlift und elektroaktiven Substanzen (Cyto- 









chrom, gelbes Ferment) iibergeben wird, die durch Farbstoff er- 
setzt werden kénnen. 

Diese Versuche erkliren auch, warum Methylenblau und 
Farbstoffe gleichen Potentials sich besonders gut fir Thunberg- 
Versuche eignen und Atmungssteigerung geben. Negativere Farb- 
stoffe werden durch die Bernsteinsiure nicht mehr reduziert. 

[ch méchte auch noch darauf hinweisen, da man bei der 
Beurteilung des negativen Ausfalles eines Malonat-Hemmungs- 
Versuches sehr vorsichtig sein mu8. Die Reduktion von Farb- 
stoffen oder von Sauerstoff ist das Endergebnis einer Reaktions- 
kette, die durch sehr verschiedene Momente limitiert werden 
kann, wie: Menge der C,-Dicarbonsiuren, Menge des gelben Fer- 
mentes, Menge oder Aktivitiit der einzelnen Aktivatoren, Dif- 
fusion oder Adsorption der Farbstoffe, des Cytochroms usw. 
Malonat wird nur dann hemmen, wenn die Aktivierung der Bern- 
stein- oder Fumarsiure den limitierenden Faktor darstellt. 

Die beobachteten Verhiiltnisse beschriinken sich wahrschein- 
lich nicht nur auf Zymophosphat. Auch andere Substanzen 
werden durch Vermittelung der Dicarbonsiuren oxydiert (Brenz- 
traubensdure, Milchsiiure}), Zitronensiure, Alkohol). LKinige hier- 
von, wie z. B. die Milchsiure werden, entsprechend ihrem Poten- 
tial nur die Hilfte des C,-Systemes in Anspruch nehmen und 
nur Fumarat (bzw. gelbes Ferment) und nicht Oxaloacetat 
reduzieren. 


’) In verschiedenen friiheren Arbeiten erwihnten wir, dab die Milch- 
sdure-dehydrase durch Malonat hemmbar ist. Dieses Ergebnis kann nun 
dadurch erklirt werden, daB Malonat den Wasserstofftransport durch 
Succino-dehydrase hemmt. Malonat ist ein spezifisches Gift der Succino- 
oo und hat auf die Lactico-dehydrase selbst keinen unmittelbaren 
“influ, 











Uber das Schicksal parenteral einverleibter Citrinlésung 
im Tierkérper’). 
Von 


St. Huszak. 


(Aus dem Institut fiir medizinische Chemie der Universitit Szeged.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 12. August 1937.) 


Szent-Gyérgyi und Mitarbeiter!) haben Beweise dafiir er. 
bracht, daB gewisse Phenyl-benzo-y-Pyran-Farbstoffe Vitamin. 
charakter haben. Nicht alle Glieder dieser Gruppe sind aktiy, 
Genannte Forscher arbeiteten hauptsichlich mit den Flavanonea 
der Citrone. Die Mischung der Flavanone dieser Frucht wurde 
Citrin genannt. Solche Citrin-Lésungen enthalten hauptsichlich 


Kriodictyol-glycosid und wenig Hesperidin. Mit Riicksicht auf 


diese Befunde habe ich das Schicksal parenteral einverleibter 
Citrins verfolgt. Aus der diesbeziiglichen Literatur méchte ich 
Fukudas?) Arbeit hervorheben. Dieser Forscher untersuchte die 
pharmakologische Aktivitiit von Flavanolen und verfolgte ihre Aus- 
scheidung. Nach ihm wird 50—90°/, des intravenés gegebenen 
Quercitrins binnen 1 Stunde durch die Niere, 30—70°/, durch 
die Leber mit der Galle ausgeschieden. Jeney und Czimmer' 
publizierten interessante Beobachtungen iiber die Pharmakologie 
dieses Flavonols. Die Bestandteile des Citrin gehéren einer 
anderen Untergruppe an, den Flavanonen. Das Citrin eignet sich 
besonders zur Untersuchung, da es wasserléslich ist und sich aus 
der Lésung bei der Injektion nicht ausscheidet. 

Die Bestimmung des Flavanons sté8t auf groBe Schwierg- 
‘keiten, da wir fir diese Substanz keine zuverlissige quantitative 
Bestimmungsmethode besitzen. Auch stéren die Extraktstoffe der 


*) Diese Arbeit wurde durch die Josiah Macy jr.-Stiftung, 
New York, unterstiitzt. 

1) Dtsch. med. Wschr. 38, 1325 (1936); Nature 138, 798, 1057 (1986): 
139, 326 (1937). 

*) Arch. f. Exp. Path. u. Pharm. 164, 685 (1936). 

*) Ebenda 183, 571 (1936). 
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Gewebe die verschiedenen Farbenreaktionen. Die Farbenreak- 
‘ ‘tionen der Flavanone sind auch unbestiindig und wenig emp- 
» indlich. Ich bediente mich folgender Methoden: 

s 6 (1. Cyanidin-reaktion. Farbstoffe dieser Gruppe geben mit 

 Wasserstoff in statu nascendi ein stark gefirbtes Cyanidin, 
das Reduktionsprodukt des Flavanons. Zur alkoholischen Flavanon- 
| losung wird 1/, Volumen konzentrierte HCl und Magnesiumspine 

4 ‘gegeben. Die Fliissigkeit wird gekihlt. 

| 2. Flavanone geben mit starker Lauge eine gelbe Farbe, die 
P beim Krwirmen im Falle des Eriodictiolglycosides i in Rot fibergeht. 
_ 8 FeCl, gibt mit Eriodictyol eine griinlich-braune Farbe. 
UFeSO, gibt eine dunkelbraunlich-schwarze Farbe. 

Die Organe wurden mit dem 3fachen Volumen 90°/,igem Alkohol 
20 Minuten lang am Riickflu8kiihler extrahiert. Der Extrakt wurde an- 
' gesiiuert, eingedampft, dann mit 90°/,igem Alkohol extrahiert. Das Volumen 

‘des Alkohols entsprach dem urspriinglichen Volumen des Gewebes. In 

diesem zweiten alkoholischen Auszug wurden die Farbenreaktionen aus- 
sgefiihrt und mit einer bekannten Citrinlésung verglichen. Wo sehr wenig 

»Flavanon vorlag, wurde das Gewebe eingetrocknet und dann extrahiert. 
Jn einigen Fallen wurde’ das Gewebe mit 15°/,igem KOH 2 Stunden lang 

"hydrolysiert und dann das gesamte Phenol bestimmt. 

' Die Befunde waren die folgenden: 

_ Uberlebende Gewebe: Leber, Niere, Darm, Muskel, Gehirn 
“des Kaninchens wurde an der Latapiemithle gemahlen, in Phosphat- 
Ringer P, 7,3 suspendiert, Flavanon in einer Endkonzentration 

/von 1:1000—1:5000 zugegeben, dann am 38°-Wasserbade aerob 

pebriitet und geschiittelt. Der Farbstoff wurde nach 1, 2,6 Stunden 
“bestimmt. Der Farbstoff wurde quantitativ surtickgewonnen. Ks 


Sind also kein Schwund statt. 


Citrin intravenés: Kaninchen hungerten 48 Stunden lang. 
Dann wurde pro Kilogramm 100 mg Citrin intravenés einverleibt. 


; Vor der Injektion wurde katheterisiert, 40—60°/, des einverleibten 


‘Farbstoffes wurden binnen 1 Stunde durch die Niere ausgeschieden. 
Nach dieser Zeit sinkt der Flavongehalt des Harnes. Der Harn 
‘tnthailt nach 18 Stunden nur mehr Spuren. In dem Harn von 

48 Stunden wurde 70—80 0/, des Farbstoffes zuriickgefunden. Die 
Organe ergaben folgende Befunde: In den ersten 10—60 Minuten 
Bach der Injektion enthilt die Niere das meiste Flavanol. Die 
Niere enthilt ungefibr 2mal soviel Flavanon pro Gewichts- 
Binheit als die Leber. 1 Stunde spiter ist die Leber an Farb- 
tof! reicher als die Niere. Nach 20 Stunden enthalt die Niere 





bw Spuren, wahrend die Leber noch eine deutliche Reaktion 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCXLIX. 16 
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gibt. Nach 36 Stunden ist der Phenolgehalt der Organe jj 
dem der Kontrolltiere gleich. Mit Riicksicht auf die Schwierigkgi 
der Methode konnte Flavanon in der Galle nicht auch in dg 
Zwischenzeiten bestimmt werden. 1 Stunde nach der Injektio, 
wurde ungefihr 20°/, des Flavanon in der Galle gefunden. De 
Gehalt des Darmes an Flavanon ist der Niere und Leber gegeniihe 
nur gering. Da 10 Minuten nach der Injektion die Abschnit 
des Darmes, die von der Gallenblase entfernt liegen, ebensovyis 
Farbstoff wie die naherliegenden enthielten, muBte daran ». 
dacht werden, daB er hier ausgeschieden wird. Die Haut und 
die BlutgefaBe enthalten Farbstoff ungefaihr in gleicher Konze. 
tration wie der Darm. Es war auffallend, daB der Muskel ui 
das Gehirn 10 Minuten nach der Injektion nur Spuren, 1 Stuné: 
nach der Injektion iiberhaupt keinen Farbstoff enthielten. 


Kumulation. 24 Stunden lang hungernde weibe Miuse le] 


kamen intraperitoneal 1 mg Citrin (Dosis letalis pro Gramm 1; 
bis 1,5 mg). Der Harn wurde gesammelt. Die Tiere wurden i 
der Latapiemiihle gemahlen und extrahiert. Die Resultate wara 
die folgenden: 1 Stunde nach der Injektion wurde im Kérper da 
Tiere 30—40°/,, 8 Stunden spiiter 10°/, des Flavanons zurits. 
gefunden. Nach 24 Stunden waren nur Spuren anwesend. Nac 
36 Stunden ist der Gesamtphenolgehalt mit dem der Kontrol 
tiere gleich. 

Bei wiederholter tiglicher Injektion ist eine geringe Kum 
lation zu beobachten. Nach 1 maliger Injektion sinkt der Flavanon- 
gehalt des Kérpers in 24 Stunden auf dieselbe Konzentration wi 
nach 48 Stunden, wenn friiher an drei hintereinander folgenda 
Tagen Flavanon einverleibt wurde. 

Die Versuche zeigen, dai Citrin im Koérper nicht, oder nw 
in Spuren in der Grenze der Bestimmungsmethode verschwintet 
Die gesammelten Exkrete enthalten annihernd soviel Citrin w! 
den Tieren einverleibt wurde. 
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; Uber das Schicksal der Bernsteinsiure 
7 im menschlichen Kérper”). 
4 Von 


Georg Balassa. 


(Aus dem Institut fiir medizinische Chemie der Universitat Szeged.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 12. August 1937.) 


| Nach Anschauung Alterer Autoren’) wird die Bernsteinsiure 
P | nicht nur vom normalen, sondern auch vom diabetischen Orga- 
'nismus verbrannt. In neuerer Zeit untersuchten Flas chentrager 
‘und Bernhard?) die Ausscheidung der Dicarbonsiuren beim 
"Hund und beim Menschen. Aus ihren Untersuchungen geht 
Phervor, daB bis C, die Dicarbonsiuren nicht ausgeschieden, also 
Bvahrscheinlich abgebaut werden. Flaschentriger und Bern- 
"hard fanden nicht die eingenommene Bernsteinsiure oder deren 
p Ester im Urin wieder. Da aber Bernsteinsiure in Geweben rasch 
"zu. Fumarsiiure oxydiert und diese durch Fumarase in die Gleich- 
2 ie vcickturnindingins von Fumar- und Apfelsiure iiberfiihrt wird, be- 
vsteht die Méglichkeit, daB die einverleibte Bernsteinstiure als 
5 Fumar- oder Apfelsiure ausgeschieden wurde. Aus diesem Grunde 
ou tersuchte ich im Selbstversuch das Schicksal der Bernstein- 
‘siure und bestimmte im Harn neben dieser auch Fumar- und 
; B ipfelsinre Ich nahm zweimal 5 g Bernsteinsiure als Na-Salz 
in und untersuchte den in 24 Stunden ausgeschiedenen Harn. 
Es konnte keine Bernsteinsiure oder Apfelsiure im Harn nach- 
“gewiesen werden. Geringe Mengen Fumarsiure konnten in beiden 
B vorsuchen gefunden werden and zwar im ersten Versuch 36 mg, 
n zweiten 26 mg bzw. 0,72°/, und 0,52°/, der eingenommenen 
P Menge. Der wextanduowcine sauer oder neutral reagierende 
| Harn war nach Na-Succinateinnahme gegen Lackmus alkalisch, 
pas darauf hinweist, daB die Bernsteinsiure verbrannt worden ist. 









) Diese Arbeit wurde durch die Josiah Macy jr.-Stiftung, 
BX ew w York, unterstiitzt. 
3 ) Vel. z. B, Neuberg, Der Harn, 1, 276 (1910). 
3 ) Diese 7 . 159, 297 (1929); 245, 103 (1937); 246, 133 (1937). 
16* 
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Versuche. t 


Um die Bestimmungen ausfiihren zu kénnen, mubte a) eine Methog 
zur Extraktion der betreffenden Stoffe, b) eine entsprechende Mikrometho( 
zur Fumarsiurebestimmung ausgearbeitet werden. 

a) Die Extraktion der organischen Siiuren wurde mit dem Widmari. 
schen’) Prinzip — nimlich Extraktion der sauren Lisung mit Ather yj 
Aufnahme der organischen Siiuren in alkalischem Wasser — ausgefiihy, 
15 ml des auf '/; eingedampften Harnes wurden mit H,SO, stark angesiiuer, 
und in einen 16 cm hohen, 12 cm weiten Glaszylinder mit eingeschliffeney 
Stopfen (ein Glas fiir anatomische Priparate) eingefiihrt. Die Lang 
(50 °/, NaOH) gab ich in eine 4 cm weite, 1 cm hohe Petrischale, welc 
auf 0,5em hohen GlasfiiBen im Glaszylinder stand. Héhere Fiibe sin 
ungeeignet. Dann iiberschichtete ich mit soviel Ather, daB die Petrischal 
eben bedeckt wurde. Eventuelle Emulsionsbildung kénnen durch Zugal: 
einiger ml Alkohol aufgehoben werden. Die ganze Apparatur warde w 
einer Schaukelmaschine (10—15° nach beiden Richtungen, ungefily 
40 Perioden pro Minute) geschiittelt. Nach Beendigung des Versuche | 
neutralisierte ich die Lauge mit konz. HNO, und fiihrte die Fumarsiur. 
bestimmungen aus. Einige Beispiele von solchen Versuchen: 




















Eingewogene | Wiedergefund.| fxtraktions- a 
Fumarsiure Fumarsiiure Anmerkung 4 
in mg in mg dauer in Stdn. 
15,00 14,70 6 Aus dest. Wasser 
10,00 3,36 4 Aus auf !/, eingedampt: 
ten Harn 
2,14 6 
0,77 8 
0,71 10 
1,27 13 
1,25 16 
— 2... i... oe 
| 9,70 | 19 | 





b) Zur Mikrobestimmung der Fumarsiure muBte die Methode vw 
Szegedy?) kleinen Substanzmengen angepabt werden. Der Arbeitsgan 
war folgender: Enthielt die zu bestimmende Lésung (Neutral-Volum w: 
gefihr 5 ml) weniger als 5 mg Fumarsiiure, so wurden 2,5 ml, sonst 9 il, 
10 °/,iger Merkuronitratlésung (in 5°/, HNO,) in ein Zentrifugenglas g¢ 
geben. Diese Lisung wurde mit 10 °/, HNO, versetzt, deren Volum dew 
Volum der zu analysierenden Lisung gleich war. Diese Mischung wut 
am Wasserbade erhitzt, und dann die erwirmte Fumarsiure enthaltenée 
Liésung zugegeben, die Mischung am Wasserbade nochmals erwiirmt; wel! 
die Ausscheidung des Niederschlages langsam erfolgte, dann wurden einitt 
ml Alkohol zugegeben. Der Niederschlag wurde abzentrifugiert un 
10—1i2 Stunden lang im Eisschrank aufbewahrt. Die Fliissigkeit wut 


1) Skand. Arch. Physiol. 48, 61 (1926); Biochem. Z. 215, 434 (192 
*) Z. anal. Chem. 108 (1937). 
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Bom Niederschlag auf ein Filter gegossen. Das Zentrifugat wurde zweimal 


5 °/) HNO, und zweimal mit ebensoviel dest. Wasser gewaschen, 


B die Fliissigkeit durch das Filter abgegossen. Dann wurde 5 ml heiBe 


a0 NaCl-Lésung (im Liter 10 ml n-HCl enthaltend) zugefiigt, das zerkleinerte 


D yiltrierpapier dem Niederschlag zugegeben und nochmals erwirmt. 


Nach 


© den Abkihlen wurde in ein 100 ml fassendes Erlenmeyerkélbchen mit 
’ eingeschliffenem Stopfen filtriert und dreimal mit 3 ml heiBem dest. Wasser 
Nach Zugabe von 2 ml m/5- -KH,PO, und 3/, ml m/5-Na,PO, 


S nachgewaschen. 
Swurde 3 bzw. 

Bragegeben. 
pNach 60” 


1ml Bromlésung (n/10 in n- KBr) 
Beim Offnen des Hahnes wurde eine Stoppuhr in Gang gesetzt. 
wurde der Kolben geschlossen. 


aus einer Mikrobiirette 


Die Lésung wurde genau 
"2 Stunden lang im Dunkeln aufbewahrt, dann 0,1 g KJ in 5 ml eisgekiihlter 
a -HCl zugegeben und mit n/10- oder n/20-Na,S,9, titriert. 


Der Titer der 


Jedem ml gebundener 








'n 10-Bromlésung entsprechen 0,0058 g Fumarsiure. Beispiele: 

© Eingewogene | Gefundene | Eingewogene | Eingewogene}| Gefundene 

- Fumarsiiure | Fumarsiiure | Fumarsiiure Apfelsiure | Fumarsiure 
in mg in mg in mg in mg in mg 
4,00 4,05 5,00 10, 00 4,93 
4,00 4,09 5,00 10,00 5,07 
4,00 4,07 1,00 2.00 1,07 
4,00 4,24 1,00 2,00 0,95 
4,00 4,14 
4,00 4,02 


Site a ‘ 
OS pbs ee, Oo es SEE GN 














Der wesentliche Unterschied von dem von Szegedy angegebenen 
BV erfahren besteht darin, daf ich die Titrierung in Pufferlésung ausfiihre, 
da bei einer Mikrobestimmung das pq genau eingehalten werden muB. 
Dies wird durch folgendes Beispiel unterstiitzt: 10 mg Fumarsiure wurden 
pei verschiedenen py, titriert. 


Gefunden wurde: 








F et senen, 


| Die Apfelsiurebestimmungen wurden nach Straub‘) die Bernstein- 
4 siurebestimmungen anlehnend an Moyle?) ausgefiihrt. 


Se 
& 


i 
art 











') Diese Z. 244, 117 (1936). 











mg mg mg mg 
Py Fumar- Pu Fumar- Pu Fumar-| py  Fumar- 
siiure siure siure siure 
; | | 
5,28 9,70 7,17 | 11,50 s29 = |-:16,15 | 9,97 | 21,34 
6,24 10,16 7,79 | 12,70 9,09 | 22 97 11,08 | 20,70 
6.29 10,55 | im m/5-Phos-) im 0,2 | | 
phatpuffer | Boratpuffer | | 


Diesen Resultaten entsprechend titrierte ich gewéhnlich bei py 6,24, 
weil kleine py-Anderungen die Versuchsresultate hier am wenigsten be- 


*) Biochemic. J. 18, 351 (1924). 








Partielle Oxydation der Cholséure 
und der Desoxycholsdéure durch Cr0,. 


Uber eine Farbreaktion der Ketocholanséuren mit m-Dinitrobenz, 


Von 
Koozoo Kaziro und Toshio Shimada. 


(Aus dem Physiolog.-chem. Laboratorium der ,,Nippon‘‘ Medizin-Hochschule, Tokio, Japan, 


(Der Schriftleitung zugegangen am 29. August 1937.) 


Durch partielle Oxydation einiger Gallensiuren, die in ihrey 
Molekiil mehrere sekundire Alkoholgruppen enthalten, erhilt ma 
als deren zum Teil oxydierte Produkte eine Reihe von Oxyketi 
cholansiuren. So entsteht durch schonende Oxydation mit (rj) 
3-Oxy-6-ketocholansiure aus Hyodesoxycholsiure [Wieland wi 
Dane})], 3-Oxy-7-ketocholansiure aus Anthropodesoxycholsiur 
und aus Ursodesoxycholsiure {[[wasaki?)], und 7-Keto-12-oxy. 
cholansiure aus 7,12-Dioxycholansiiure [Wieland und Dane’ 

Seit den Arbeiten von Wieland und Dane?) weiB man, dd 
die Oxydierbarkeit der sekundiiren Alkoholgruppen im Gallensiur 
molekiil durch CrO,, je nach ihrer Lage, verschieden ist, und di 
Oxydation mit einer Geschwindigkeit ,wie es scheint“ in de 
Reihenfolge C,---C,-+-C,, (in der alten Formulierung als 
C,,::+C,---C,) verliuft. Wieland und Dane schrieben 
derselben Stelle, wie ---: ,,auch Desoxycholsiiure laBt sich u 
dieser Weise in 3-Keto-12-oxycholansiure (in der alten Form 
lierung: 3-Keto-7-oxycholansiure) iiberfiihren“. 2 

Seinerzeit konnte aber die genannte Vermutung noch nich un 





als experimentell sicher angesehen werden. Die Frage ob def sic 
OH-Gruppe am CO, wirklich schneller oxydierbar ist als die am (J be 
bleibt noch offen. Es wurde nimlich bis jetzt noch keine 3-Ket- fhe 
12-oxycholansiiure aus Desoxycholsiure oder 3,7-Diketo-12-o1- fu 
cholansaéure aus Cholsiiure durch CrO,-Oxydation erhalten. - all 
Aus dem Ergebnis vorliegender Untersuchung ist aber af grv 
zunehmen, wie in dem experimentellen Teil angegeben wird, di 
Ke 


die Oxydation nicht erst am C,, wie aus der genannten Ai 
schauung zu erwarten wire, sondern erst am C,, stattfindet. Bi 
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: pis liBt sich daraus zwangsliufig annehmen, 


& f siuren, genetisch im Zusammenhang stehen. 
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: )gruppe, die dem Keton am ©, benachbart steht. 
: violette Farbreaktion mit dem ‘Reagens fillt nur bei denjenigen 


p bei anderen Ketocholansiuren jedoch negativ. 
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pf evisteht durch partielle Oxydation mit CrO, 3-Oxy-12-ketocholan- 
» siure aus Desoxycholsiure und Reduktodehydrocholsiure (3-Oxy- 


' 7.12-diketocholanséure) aus Cholsiure. Die Reaktion verliutt 
dabei ganz glatt und mit guter Ausbeute. Damit wurde end- 
: giiltig auf experimentellem Wege bestitigt, daB die OH-Gruppe 
| des Gallensiuremolekiils am C,, durch CrO, leichter oxydierbar 
j ist, als die am C,. Es gelang uns aber niclit bei diesem Ver- 
; - such, 7-Keto-3, 12- -dioxycholansiure aus Cholsiure zu gewinnen. 
4 Dab die sekundire OH-Gruppe am C, schneller oxydierbar ist, 
' als die am C,,, wurde schon durch die Arbeit von Wieland ond 
» Dane’) bestiitigt. 

| Es wurden bis jetzt in der Natur einige Oxyketocholan- 
i siuren und auch einige epimere Oxycholansiuren aus der Galle 
: Tierarten aufgefunden, niimlich: 

3-Oxy-12-ketocholansiure *), 3-Oxy-6-ketocholansiure ® °), 
3-Oxy-7-ketocholansiure *), 3-Epi-12-dioxycholansiure *), 
-3,6-Dioxycholansiure*®) und 3,6-7-Dioxycholansiure’). 


" einiger 


ty Si i eed a aslo 
Seely goer [en Tepes 


' — Diese beiden Arten von Gallenséuren kommen stets mit den 
- agg agree Oxyséuren bzw. Normaloxysiuren gemeinsam vor. 
daB diese 3 Arten 
-von Gallensiuren, Normaloxy-, Epimeroxy- und Oxyketocholan- 
Die Entstehungs- 
: weise dieser Arten von Gallensiuren bleibt noch ungeklirt. Wie- 
'weit diese auf rein chemischem Wege von uns klargestellte 
} Reaktionsfolge sich auf die biologischen Vorginge iibertragen 


a » lat, dariiber 1iBt sich aber nichts Bestimmtes aussagen. 


& 
‘ea 


Neue Farbreaktion einer Ketocholansaure. 


' Differenzierung verschiedener Ketocholansiuren wurde 
bei unserem Versuch eine neue Farbreaktion mit m-Dinitrobenzol 
p und Kalilauge eingefiihrt und als Hilfsreaktion zur Charakteri- 

' sierung von Ketongruppen am C, diagnostisch als sehr niitzlich 

: BS befanden. Die Reaktion hat vor korzem fiir die Bestimmung der 
_ Keimdriisenhormone durch W. Zimmermann”) Anwendung ge- 
funden. Sie beruht auf der Kondensation des m- -Dinitrohensols i in 
M alkoholischer Lésung mit der besonders dafiir aktiven Methylen- 

Die schéne 


sa die die Ketongruppe am C, tragen, positiv aus, 
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Reaktionsvorschrift. Ausfiihrung wie beider Hormonhestiy. 
mung nach Zimmermann: 2 Teile alkoholischer Gallensiiuye. 
lésung werden mit je 1 Teil 1°/,iger m-Dinitrobenzol—Alkohg). 
Lésung und von wiBriger 3 n-KOH-Lésung zusammengebrach; 
und gemischt. Nach einigen Minuten tritt bei jener Ketocholap. 
siure, die das —CO— am ©, triigt, eine schéne violette }j 
violettrote Farbe auf. 


Dehydrocholsiure (8,7,12-Triketocholansiiure). . . . . . . .  Positiy 
Dehydrodesoxycholsiure (3, 12-Diketocholansiure) . 
Dehydrohyodesoxycholsiure (3,6-Diketocholansiure). ; 
Dehydroanthropodesoxycholsiiure (3,7-Diketocholansiiure)*) 
3-Keto-7,12-dioxycholansiure . 

3-Keto-12-oxycholansiaure i te ae A ae . 
3-Oxy-12-ketocholansiure . . . . . . . . «5... ss « «© Negatiy 
3-Oxy-6-ketocholansiure . . 
3-Oxy-7-ketocholansiiure*) . 

3-Oxy-6-ketoallocholansiure 

Reduktodehydrocholsaure (3-Oxy-7, 12 2 -diketocholansiiure) . 

Cholsiure (3,7,12-T rioxycholansiiure) . 

Desoxycholstiure (3, 12-Dioxycholansiure) . 

Hyodesoxycholsiiure (3,6-Dioxycholansiure) . 

Anthropodesoxycholsiure (3,7-Dioxycholansiure) . eee 9 
De & o.6 «¢ 66s 6 +e *¢ & aS e ee se @ oO 
Cholestanon . ; oe ee ee ee ee ee 
Cholesterin ... i a. & 4 Negatir 


Die —e -s Fahigkeit aie 3. Hcveilkieniaren zur 
Kondensation mit Aldehyd wurde durch die Arbeiten von ’. Shi- 
mizu!), Borsche und Frank") und K. Kaziro?*) schon be 
kannt. Die neue Farbreaktion kénnte wahrscheinlich auch fiir die 
Bestimmung der 3-Ketocholansiuren angewandt werden, unser 
Arbeit dariiber ist noch im Gange. 


Experimenteller Teil. 


1. Reduktodehydrocholsaure aus Cholsaure. 10 g Cholsiiur 
(Schmelzp. 198°) wurden in Eisessig gelést und im Eisbad unter kriiftigew 
Riihren stark abgekiihlt, wobei das Lésungsmittel Eisessig zum Teil er 
starrte. Erst bei dieser Temperatur wurde das Oxydationsmittel, 5 g Cr0,, 
gelést in 250 cem Wasser, langsam zugetropft, anfangs 2—5 Tropfen, nach 
1 Stunde 10—20 Tropfen pro Minute. 

So verlief die ganze Oxydation wihrend 6—7 Stunden zu Ende. Nach 
Beendigung der Oxydation wurde die Mischung im Eisschrank iiber Naclt 
stehengelassen, dann wurde sie mit Bisulfit versetzt, um das iiberschiissi; 
gebliebene CrO, zu reduzieren, und langsam mit so viel Wasser vorsichti 


*) Herrn Prof. Yamasaki im Okayamaer Institut sprechen wir unser 
Dankbarkeit fiir die freundliche Uberlassung der Priaparate aus. 
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esti ] anter Reiben mit Glasstab versetzt, bis endlich das Oxydationsprodukt halb- 
2 ml e kry -stallinisch auszufallen begann. 
Saure. ie Nach einigen Stunden wurden die Krystalle abgesaugt und getrocknet. 


Kohol. fF pie Ausbeute betrug durchschnittlich etwa 65°/, (57—70°/,). Die Siure 








bracht wurde zunichst mit kaltem Ather, eventuell wiederholt mit erneutem Ather, 
holan. F und weiter mit kaltem Essigather digeriert. Mehrmals aus Methanol um- 
a | krystallisierte Siure schmolz bei 186—188°. Aus verdiinntem Methanol 
© bls F rugespitzte prismatische } Nadeln. Liebermannsche Reaktion, nur gelb. 
| Lést sich schwer in Essigither, ziemlich leicht in Eisessig, Aceton und 
Positiy Mee. leicht in Methanol. Keine Depression mit Reduktodehydrocholsiure, die in 

a  iblicher Weise aus Dehydrocholsiiure dargestellt wurde. 
3,765, 4,095 mg Subst.: 9,795, 10,695 mg CO,, 3,025, 3,385 mg H,0O. 

C.,H,,0; Ber. C 71,24 H 8,97 

Gef. ,, 70,95, 71,23 ,, 8,99, 9,25. 

Negatir a Athylester. Die Siure wurde mit Athylalkohol und Schwefelsiiure 


durch Erwiirmen verestert. Der Ester, der aus verdiinntem Athylalkohol 
in Prismen krystallisierte, schmolz bei 152—-155°. Keine Depression mit 
Reduktodehydrocholsiure-athy lester. 

4,050, 3,310 mg Subst.: 10,710, 8,770 mg CO,, 3,400, 2,770 mg H,0. 

C.,H,,0; Ber. C 172,16 H 9,32 
Gef. ,, 72,12, 72,26 ,, 9,89, 9,36. 

a : Dioxim des Reduktodehydrocholsiure -iithylesters. Tiifelechen vom 
Positiy Schmelzp. 247—248°. 
>» 3,730, 4,095 mg Subst.: 0,176 (14,5°, 769 mm), 0,196 (15°, 768 mm) ccm Np. 
Negat C,,H,.0;N, Ber. N 6,05 Gef. N 5,67, 5,73. 


ew: Der Versuch, 7-Keto-3,12-dioxycholansiiure aus Cholsiiure durch die 





. Shi- gieiche Oxydationsmethode zu gewinnen, gelang uns nicht. Beim Versuch 
yn be HR mit einer CrO,-Menge 1:0,25 erhielten wir jedesmal Reduktodehydrochol- 
fiir die | Sure und nicht einmal eine Monoketosiure, auch nicht bei ganz vorsichtiger 
ane a Bearbeitung. 


2. 3-Oxy-12-ketocholansaure aus Desoxycholsdure. 10g Desoxy- 

| cholsiure wurden in 500 cem Eisessig gelést und unter genau gleichen 

_ Bedingungen wie beim Versuch mit Cholsiiure mit 2,5 g CrO,, mit 125 ccm 

| Wasser gelést, vorsichtig versetzt. Die Oxydation verlief viel langsamer 

volsiure J als bei Cholsiure. Aus 10 g Desoxycholsiure erhielten wir 7,9 g Roh- 

‘iftige J produkt. Die Siure wurde scharf getrocknet, mit kaltem Ather digeriert, 

Teil er und aus Essigither umkrystallisiert. Aus verdiinntem Alkohol krystallisiert 

¢ Cr0, J ‘ie in schénen feinen Nadeln, die bei 162—163° schmelzen. Sie lést sich 

n, nac) J ‘leicht in Aceton, Alkohol, Eisessig, schwer in Essigiither, unléslich in Ather. 

4 Liebermannsche Reaktion, rosarot. Keine Schmelzpunktsdepression mit 

. Nach J 3-Oxy-12-ketocholansiiure, die iiber das Monoacetat der Desoxycholsiure 

r Nacht durch Oxydation mit CrO, und nachfolgende Hydrolyse derselben gewonnen 
chiissig HR =Wurde [nach K. Kyogoku} 


rsichtz 3,745, 3,485 mg Subst.: 9,690, 9,035 mg CO,, 3,195, 3,025 mg H,0O. 


unsere 3 C,,H,,0, + H,O Ber. C 70,53 H 9,87 
g Gef. ,, 70,57, 70,71 ,, 9,55, 9,71. 





sings 








994 Kaziro und Shimada, Partielle Oxydation der Cholsiure usy, 


Athylester der 3-Oxy-12-ketocholansiure. Tafeln aus verdiinntey 
Alkohol, vom Schmelzp. 133—134°. Keine Depression mit 3-Oxy-12-ket. 
cholansiiure-ithylester. 


3,680 mg Subst.: 10,015 mg CO,, 3,325 mg H,0. 
CogH,,0, Ber. C 74,58 H 10,12 Gef. C 74,22 H 10,11. 


Acetat. Die Siure wurde mit Essigsiureanhydrid acetyliert. Aj; 
Essigsiiure krystallisiert das Acetat in schénen Blittchen, die bei 197 
schmelzen. Keine Depression mit 3-Oxy-12-ketocholansiure-acetat. 


3,395 mg Subst.: 8,940 mg CO,, 2,870 mg H,O. 
Cy,H yO; Ber. C 72,17 H 9,33 Gef. C 71,82 H 9,46. 
Athylester-Oxim. Feine Nidelehen aus verdiinntem Methanol, 
Schmelzpunkt bei 169—170°. 
5,610, 5,080 mg Subst.: 0,157 (15°, 769 mm), 0,137 (13,5°, 768 mm) cem X, 
C,,H,,0,N Ber. N 3,45 Gef. N 38,36, 3,25. 


Bildung von Weylandsiure. Aus je 1 Mol Siure und Anthropode;. 
oxycholsiure liBt sich die Weylandsiure aus Essigesterlésung in schiner 
Nadeln ausscheiden. Schmelzpunkt bei 164°. Mit 3-Oxy-12-ketocholansiiure 
gemischt, schmolz sie gegen 157°. 


3. Versuch mit 3-Keto-7,12-dioxycholansaure. 0,8 g 3-Keto-7,12 
dioxycholansiure-ithylester (Schmelzp. 184°) wurden in 30 ccm Eisessig 
unter starkem Abkiihlen im Eisbad mit 0,2 g CrO,, in 10 cem Wasser gelist, 
langsam versetzt, genau wie bei den obigen Versuchen. Die aus der 
Reaktionsfliissigkeit durch Verdiinnen mit Wasser pulvrig gewonnene 
Substanz lieB sich leicht aus Alkohol umkrystallisieren. Prismen vom 
Schmelzp. 222—223°. Keine Schmelzpunktsdepression mit Dehydrochol- 
siiure-iithylester, der ebenfalls bei 223° schmilzt. 


3,890 mg Subst.: 10,310 mg CO,, 2,940 mg H,0. 
C,,H,,0; Ber. C 72,51 H_ 8,90 Gef. C 72,28 H 8,46. 


Die Substanz lieferte durch Hydrolyse Dehydrocholsiure yom Schmelz 
punkt 237°. 
3,825, 3,445 mg Subst.: 10,050, 9,000 mg CO,, 2,875, 2,635 mg H,0. 
C,,H;,0; Ber. C 71,59 H 8,52 
Gef. ,, 71,66, 71,25 ,, 8,41, 8,56. 
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Der Gehalt fétaler Organe (Leber, Placenta) an Flavinen. 


Von 


W. Neuweiler. 





(Aus der Universitits-Frauenklinik Bern.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 22. August 1937.) 


Unsere klinischen Erfahrungen haben gezeigt, dab fiir die 
Behandlung gewisser Wachstumsstérungen des Neugeborenen das 
Vitamin B,, das Lactoflavin, von Bedeutung zu sein scheint. 
Bei einer gewissen Anzahl von Neugeborenen, die trotz ausreichend 
kalorischer Nahrung und ohne jede offensichtliche Ursache eine 
schlechte Gewichtskurve aufweisen, hat sich die Verabreichung 
von Lactoflavin als sehr giinstig erwiesen. Die Gewichtskurve 
beginnt sich rasch zu bessern, auch die in solchen Fallen hautig 
beobachtete, allerdings geringgradige Animie ohne sonstige Ver- 
finderung des Blutbildes erfihrt eine giinstige Beeinflussung. 
Hypo- oder Avitaminosen von Vitamin B, sind im Hinblick auf 
die groBe Ubiquitiit dieses Wirkstoffes in der menschlichen Patho- 
logie nicht bekannt. Kinzig beim Neugeborenen also miissen wir 
in nicht so seltenen Fallen eine B,-Hypovitaminose annehmen. 
Im Hinblick auf diese Beobachtung war es von Interesse, fest- 
zustellen, wie hoch die Konzentration der Flavine im Organismus 
wihrend der Fétalperiode und beim Neugeborenen ist. Die Flavine 
spielen im intermediiiren Stoffwechsel bei der Oxydation nach den 
Untersuchungen von Warburg und Christian, Theorell, 
Kuhn u. a. zweifellos eine recht groBe Rolle, einmal in der Form 
des sogenannten gelben Fermentes, andererseits in freier Form, in 
beiden sind sie fiir die Oxydationsvorgiinge als Wasserstofi-Acceptor 
von Bedeutung. Offenbar spielen sie auch beim Sehakt, ahnlich wie 
das Vitamin A, eine bestimmte Rolle. 

Mit Riicksicht auf diese groBe Bedeutung haben wir bei einer 
Reihe menschlicher fétaler Organe den Flavingehalt bestimmt, 
und zwar haben wir die Leber und als weiteres Organ die Placenta 
gewihlt, Organe also, die fiir den intermediiren Stoffwechsel 
aweifellos die gréBte Bedeutung haben. Zur Extraktion der Flavine 
aus den Organen kann man sich verschiedener Methoden bedienen, 
nur mu8 man bei der Extraktion darauf achten, daB das an Kiweib 
gebundene Flavin abgespalten wird. In der Literatur ist eine 
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Reihe solcher Methoden angegeben, Methanol- (Kuhn, van Kekele, 
und Emmerie), Alkohol-, Aceton-Extraktion u. a. Am besten ha 
sich uns die unten angefiihrte Technik bewdhrt, mit der wir die 
gréBte Ausbeute von Flavinen erreichen konnten. Im Prinzip 
gingen wir so vor, daB aus dem angesiuerten Kochextrakt de 
Organe das Flavin an Fullererde adsorbiert wurde. Die Elution 
geschah mit dem Pyridin—Kisessig-Gemisch nach Koschara, 
Zur Reinigung des Eluates wurde die Oxydation mit Kaliun. 
permanganat nach Koschara ausgefiihrt, wobei fluoreszierende, 
aber Sauerstoff-empfindliche Substanzen eliminiert werden kénnen, 
Es ist selbstverstandlich, dab wir auf diese Art und Weise nicht 
eine 100°/,ige Extraktion der Flavinkérper erwarten kénnen, 
Nach den Angaben von Bomskov diirfen wir eine Ausbeute you 
50—80°/, im Vergleich zur biologischen Wirksamkeit annehmen, 
Im Einzelnen gestaltete sich der Arbeitsgang folgendermabfen: 


Die frische Organsubstanz wird entweder im MoOrser fein verrieben 
oder durch eine Hackmaschine zerkleinert. Bei der Placenta entfernen wir 
vorher einen Teil des Blutes mit Hilfe von Léschpapier. Der so erhaltene 
Organbrei wird mit etwa doppelt soviel destilliertem Wasser 8 Minuten lang 
unter Riihren gekocht. Darauf lift man sedimentieren, saugt die iiber- 
stehende Fliissigkeit warm ab und kocht das Sediment noch einmal nit 
destilliertem Wasser. Es wird wiederum abgesaugt, worauf die beiden 
Extraktportionen durch Watte filtriert werden. Nun wird mit Salzsiiure 
angesiiuert, bis die Fliissigkeit normalsauer ist, darauf Fullererde zu. 
gegeben und zur Adsorption des Flavins gut geschiittelt. Die Fullererde 
wird dann mehrmals mit destilliertem Wasser ausgewaschen, bis das Wasch- 
wasser chlorfrei ist und zur Elution der Flavine mit einem Wasser—Pyridin- 
Eisessig-Gemisch im Verhiiltnis 8:2:0,2 versetzt bis zur vollstindigen 
Extraktion des Vitamin B,. Die vereinigten Eluate werden zur Zerstérung 
anderer gefirbter Beimengungen oxydiert und rasch filtriert. Zur Oxydation 
werden auf ungefihr 60 ccm Extrakt 2 ccm Eisessig und 1 cem 4°/,ige 
Kaliumpermanganatlésung zugegeben und nach 2 Minuten Stehenlassen zur 
Entfernung des itiberschiissigen Kaliumpermanganates noch 1 cem 3°/,iges 
H,O, zugefiigt. Nach der Filtration soll die Lésung zur Ablesung im 
Zeisssechen Stufenphotometer volistiindig klar sein. Es wird bei eine: 
Schichtdicke von 2—3 cm unter Vorschaltung von Filter S. 47 gegen 
destilliertes Wasser photometriert, worauf die Flavinkonzentration auf Grund 
des Extinktionskoeffizienten (Koschara) berechnet werden kann: 

E (Extinktionskoeffizient) bei Konzentration von 
5 y pro 1 cem und 3 em Schichtdicke = 0,42. 


Wir haben nun auf diese Art und Weise eine Reihe vou 
Lebern und Placenten von Féten der verschiedensten Schwangel- 
schaftsmonate (2.—10. Monat) auf ihren Gesamtflavingehalt unter- 
sucht. Die Werte finden sich in beiliegenden Tabellen (Tab. 1 u. 2) 
angegeben als Lactoflavin, wobei wir dahingestellt sein lassed, 
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‘keley 4 ob es sich hier um Lactoflavin handelt oder um dhnliche, dem 
en hat 7 [actoflavin sehr verwandte Stoffe. Im allgemeinen wird zwar das 
vir die MH jn der Leber gefundene Flavin — Hepaflavin — als mit dem in 


rinzip J der Milch vorkommenden Lactoflavin identisch aufgefaBt. Wir 
kt der q machen diesen Vorbehalt deshalb, weil wir bei der fluorometrischen 
‘lution 7% Kontrolle hiufig die auch von v. Euler betonte Tatsache fest- 
chara, HH stellen konnten, daB diese aus Placenta und Leber gewonnenen 
alium- 7% Flavineluate in ihrer Fluoreszenzfarbe einen leichten Stich ins 
rende, [i Bliuliche aufweisen*). Diese Veriinderung in der Fluoreszenz- 


Onnen, MM farbe kann natiirlich auch eine Folge der Verarbeitung sein (Be- 
nicht HF jichtung), trotzdem wir bei der Extraktion wie auch der Elution 
Onnen, // darauf geachtet haben, unter méglichstem LichtabschluB zu arbeiten. 
te vou Die Bestimmungen ergaben fiir die Leber Werte von 


shmen, | 0.6—12,6 7 pro 1g frische Substanz. Meistens schwankten die 
naBen: ] Werte zwischen 4—8 y pro 1 g (Tab. 1). 


























rriebenr 
en wit q Tabelle 1. 
haltene Flavingehalt von Neugeborenen- und Fétalleber. 
en lang a mune eeeeeeneernneyenemmenanens en 
> tiber i Flavingehalt der Flavingehalt der 
ial mit Leber, ange- Leber, ange- 
beiden J Name} Monat |gebeniny Lacto-|/ Name Monat |gebenin y Lacto- 
Izsiure fae flavin prolg flavin pro lg 
de n- frische Substanz frische Substanz 
lererde ) SN an x ; 
Vasch- ie St. II—III 0.6 Un. VII 4,1 
vridin- e202. «| II—III wf Sch. VII 6,96 
ndicen Wea. | CIV 7,46 Bi.-Hi. | VIII 6,2 
wa mest IV 12,6 Pol. ¥ 2,4 
| oi §=—s (ei. 2: 7 ow 8 
dain Meo | y og Ro. | IX—X oe 
. Be ig 9 bs 

4°jige i OP, V 2,1 Di.-E. | IX—X 8,2 
en zur me @©=>-—d Ha. V—VI 8,6 Ro.-Ch. | [IX—X 3,72 

‘igs Mee Pr. | VI—VII 4,44 St.-Ma. | [X—X 6,3 
ng in 

eine Diese Zahl verindert sich im Laufe der Schwangerschaft 
tli F uicht, der Vitamin B,-Gehalt der Leber bleibt also wihrend 
xruD % 


der ganzen Schwangerschaft prozentual gleich. Wenn wir den 
| Wert von 4—8 y pro 1 g vergleichen mit demjenigen von Lebern 
| tierischer Provenienz, Rindsleber und Rattenleber, so handelt es 
sich eher um niedrige Werte. Wir fanden (Tab. 2) in einer 


> vou 

nger- Rindsleber in Ubereinstimmung mit den Angaben von y. Euler 

inter- wd Adler 12 y pro 1 g und bei einer Rattenleber sogar 19,6 y 
0 Ss ; 

ud) : 

issel *) Vergleiche die Ausfiihrungen von Koschara iiber Blaufluoreszenz 


4 in biologischen Substraten. Diese Z. 252, 101 (1935). 
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Tabelle 2. 




















Flavingehalt, angegeben in Lactoflavin 7 
Nr. | 7 er 1g eee ee Bemerkungen 
nicht dialysiert | nach Dialyse 
Rindsleber. 
1 12,1 — Kochextrakt, wiibrig 
2 7,17 = 100°, | 5,28 = 78 °%, WaBriger Extrakt kalt 
Rattenleber. 
| 19,6 | — | Kochextrakt, wiiBrig 


pro 1 g, was den von Kuhn, Kaltschmitt und Wagner-Jaureg, 
festgestellten Werten ungefihr entspricht (17 7). 4 

Was nun den Flavingehalt der Placenta in den verschiedene 
Schwangerschaftsmonaten anbelangt, so fanden wir durchschnitt. 
lich niedrigere Werte, nimlich 0,7—5,4 7 pro 1g frische Su). 
stanz (Tab. 3). Im allgemeinen bewegen sich die Werte zwischen 


Tabelle 3. 


Flavingehalt der Placenta. 








Flavingehalt der Flavingehalt der 
Placenta, ange- Placenta, ange- 
Name Monat |gebeniny Lacto-|}| Name Monat |gebenin y Lacto- 
flavin pro 1g flavin pro 1g 
frische Substanz frische Substauz 
Bo. I 24 Ha. V—VI 2,1 
Bii. Pr. VI—VII 2,39 
Zi. Ii—till 0,7 Bi.-Hi.] VIII 2,86 
St. Ii—IllI 1,75 Wi. X 1,5 
Zw. Ii—Ill 0,86 Ge.-St. | IX—X 4,0 
Nei. Iil 1,7 Gf.-Ri. | IX—X 4,44 
Ma. IV 1, Hi.-St. xX 3,12 
Za. IV 2,2 Ru. IX—X 5,4 
Gei. IV 3,8 Ge. IX—X 1,85 
Rii. V 1,8 Ro.-Ch.| IX—X 1,84 
r. V 2,2 




















1 und 8y pro 1g. v. Euler und Adler gaben einen approx 
mativen Gehalt von 0,5—1,0 y pro 1g Frischgewicht Placenta 
an, bestimmt mit der fluorometrischen Methode. Wir sehen also. 
daB in der Placenta die Flavinwerte zweifellos niedriger liege. 
Auch der prozentuale Gehalt des Flavins schwankt nicht Wm 
Verlaufe der Schwangerschaft, wie wir dies auch bei der Leber 
gefunden haben. Es ist dies ein Ahnliches Verhalten, wie wi 
es seinerzeit fiir das Vitamin C schon festgestellt haben. 
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: Bei der Durchsicht dieser Ergebnisse fillt einem die auBer- 
' ordentlich hohe Streuung dieser Werte auf. In der Leber finden 
! vir Schwankungen von 0,6—12,6 y pro 1 g und bei der Placenta 
en | 07-547. Die Versorgung des fétalen Organismus mit Vitamin B, 
' jst also eine auBerordentlich ungleichmiBige. Da wir wissen, 
' daB die Resorption im Darm abhingig ist vom Zustand der 
' Driisen mit innerer Sekretion (Nebenniere, Verzar), so diirfen 
vir wohl annehmen, daB auch der Ubergang von Flavin auf den 
| fétalen Organismus durch die Placenta vom Zustand der innern 
Brig 4 Driisen abhingig sein wird. Da dieselben in der Schwangerschaft 
in hohem MaBe alteriert sind, ist es ohne weiteres verstindlich, 


= 


ABrig 
akt kalt 


i aE a 


i. 3 wieso die Versorgung des fétalen Organismus mit Vitamin B, 
edene, AE. solch groBe Schwankungen erleidet. Auf diese Weise erkliren 
chit, E sich vielleicht auch die beim Neugeborenen beobachteten hypo- 
> Suh. ME Vitaminotischen Zustande. 
‘ischen [ae Es hat uns ferner interessiert, festzustellen, wie hoch der 
| Anteil des freien Flavins an diesen Gesamtbestimmungen ist. 
' Dazu haben wir uns folgender Methodik bedient, die darauf he- 
/ ruht, daB freie Flavine, bzw. Flavin—Phosphorsiureester durch 
aia : Cellophan dialysierbar sind. Kin kalt bereiteter wiBriger Auszug 
“ange [Me You Leber oder Placenta wird 17 Stunden lang bei 4° durch 


yLact: $i Cellophanschliuche dialysiert und der Flavingehalt vor und nach 
tees | der Dialyse bestimmt. Der dabei gefundene Verlust entspricht 
._ @ dann dem freien Flavin. Die Resultate haben wir in Tab. 4 u. 5 

| zusammengestellt. Wir ersehen zuniichst daraus, daB der grifte 

) | Teil des Flavins der Leber, 51,5—87°/,, gebunden ist. Es ent- 
| spricht dies den Verhiltnissen beim Tier, wo nach v. Kuler und 
» Adler der Anteil an gebundenem Flavin auch 70—80 °/, betrigt. 

7 ' Bei der Placenta fanden wir etwas andere Werte, nimlich 
| | 35—53,6 °/, gebundenes Flavin. In der Placenta ist also ein 
, | wesentlich gréBerer Anteil des Flavins frei vorhanden. Um diese 
| Unterschiede zu deuten muB man daran denken, daB in der 

| Placenta die Resorption des Flavins vor sich geht. Das Flavin 

proxi J kann aber wahrscheinlich nur in freiem oder an Phosphorsiure 
icenta J sebundenem Zustand das Placentafilter passieren. Aus diesem 
also, J Grunde wird wohl der Gehalt an freien Flavinen in der Placenta 
ieget. #™ Wesentlich héher sein. Ob die Placenta fiir das Vitamin B, 
it im J M Speicherungsvermégen besitzt, ahnlich wie wir dies fiir das 
Leber J Vitamin D (Guggisberg) und fiir das Vitamin C (Neuweiler) 
e wi /™ kennen, laBt sich auf Grund unserer Zahlen nicht mit Sicher- 
4 heit angeben. 
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Tabelle 4, 


Flavingehalt von Neugeborenen und Fétalleber 
vor und nach Dialyse. 








neil ace 





Flavingehalt der Leber, angegeben in y Lacto. 
flavin pro 1 g frische Substanz 
Name a eee oman: ME 
vor Dialyse nach Dialyse 
1.908 Pe Bk 
Wa. VI 3,3 100 | 1,7 51,5 
Ha. IX 1,68 100 | 1,47 87 
Gu. mx 1,9 100 1,36 11 








Tabelle 5. 
Flavingehalt der Placenta vor und nach Dialyse. 











Flavingehalt der Placenta, angegeben in y Lacto. 
flavin pro 1 g frische Substanz 
Name Monat |—— — <a eae rena 
vor Dialyse | nach Dialyse 

rile Yo | wits |  % 
Ja. V 3,63 | 100 1,75 | 48 
Wa. VI 2,2 100 )«6|~ = 1,2 53,6 
Ma. VII 2.6 / 100 0,9 35 

Zusammenfassung. 


1. Der Vitamin B,-Flavingehalt von Fétallebern verschie- 
denster Schwangerschaftsmonate schwankt zwischen 0,6—12,6; 
pro 1g frische Substanz, bewegt sich aber meistens zwischen 4—87 
pro 1g. Der Anteil an gebundenem Flavin betrigt zwischen 51.5 


und 87 °/,. 
2. Der Gehalt der Placenta an Gesamtflavin betrigt 0,7—95,4 ; 
pro 1g frische Substanz und bewegt sich meistens zwischeu 


1—3 y pro 1g. Der Anteil an gebundenem Flavin betragt 


35—53,6 °/,. 
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Zur biologischen Oxydation der Oxalsdure. I. 
Von 
Wilhelm Franke und Kurt Hasse. 


Mit 10 Figuren im Text. 


(Aus dem Chemischen Laboratorium der Bayer. Akademie der Wissenschaften, Miinchen.) 


(Der Schriftieitung zugegangen am 31. August 1937.) 


Obwohl eine erhebliche biologische Bedeutung der Oxalsiiure 


‘schon auf Grund ihrer weiten Verbreitung im Pflanzenreich all- 
‘gemein angenommen wird’), besteht iiber den Weg ihrer Ent- 
‘stehung sowohl wie die Art ihres Abbaus noch weitgehend Un- 


| klarheit. 


Hier soll vorwiegend der zweite Punkt, die Frage des 


Abbaus, niher behandelt werden. An sich fehlt es nicht an 


'Experimentalarbeiten, die sich mit diesem Problem beschiftigt 
thaben; aber so einfach und eindeutig der Chemismus des Oxal- 
-siiureabbaus erscheint, so vieldeutig sind die Ergebnisse hinsicht- 
lich des Mechanismus dieser Reaktion. 
die Wirkung einer wasserstoffaktivierenden Dehydrase, bald als 
Pdicjenige einer sauerstoffaktivierenden Oxydase zu deuten ver- 
rsucht; schlieBlich sind auch nichtenzymatische, oberflichenaktive 
/Katalysatoren (von der Art des Warburgschen Tierkohlemodells) 
‘ar Erklirang der biologischen Oxalatoxydation herangezogen 
worden *), 


Bald hat man sie als 


Kine anaerobe Wasserstoffdonator-Funktion der Oxalsiiure im Methylen- 


_blauversuch ist bisher allerdings nur zweimal, nimlich fiir gewisse Pflanzen- 
ssamen, von Thunberg und Fodor in der Literatur angegeben worden. 
/Thunberg®) fand neben zablreichen, mit negativem Ergebnis untersuchten 
/Samen Pulver und K,HPO,-Extrakt der Samen von Malva crispa und anderen 
| Malvenarten, ferner von Citrus aurantium, Prunus amygdalus und besonders 
Aconitum lyeoectonum dehydrasepositiv., Fodor‘) erhielt wirksame wiBrige 
/Extrakte aus Getreidesamen, vor allem Gerste. Die beobachtete Donator- 
PWirkung des Oxalats ist freilich in allen Fallen nur sehr miBig, doch mag 


') Vgl. hierzu F. Czapek, Biochemie der Pflanzen, Bd. III, 8. 66 ff. (1925). 
*) Vgl. Zusammenstellung bei H. v. Euler, Die Katalasen und die 


Enzyme der Oxydation und Reduktion, S. 508 ff. (1934). 


*) Skand. Arch. Physiol. 54, 6 (1928). 
*) A. Fodor u. Frankenthal, Biochem. Z. 226, 417 (1930). 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCXLIX. 17 
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immerhin die vielfach angegebene verzégernde Wirkung von Oxalat ay; 
die anaerobe Dehydrierung anderer Donatoren die Effekte bei der ap. 
gewandten Thunberg-Methodik verkleinert haben. Die Oxalodehydrag 
zeigt im tibrigen die normale Thermolabilitét der Samendehydrasen: Tempe. 
raturen von 60—65° inaktivieren sie. 


Wesentlich hiiufiger und ilter sind Angaben iiber eine aerobe (yy. 
dation der Oxalsiiure mit biologischem Material. Die erste Mitteilung diego, 
Art geht auf Zaleski [1911')}] zuriick, der oxydative CO,-Bildung aus frojg 
Oxalsiure nach Zusatz von Weizenmeh] fand, auch wenn dieses vorhe 
mit Toluol, Aceton oder Ather behandelt worden war; Erhitzen auf 159: 
hebt jedoch den Effekt auf. In einer neueren Arbeit (1928) gibt der gleich 
Autor an, daB sich der O, nicht durch Acceptoren wie Methylenblay, 
Chinon, KNO, oder H,O, ersetzen li8t und daB die aerobe Reaktion dure} 
diese Agentien entweder nicht beeinfluBt oder, wie im Fall des Chinons 
gehemmt wird. Schwermetallkomplexbildner (wie Blausiure) und Narkotiky 
(wie Athylurethan) hemmen auffallenderweise die Enzymwirkung nicht, his. 
gegen Jodid und Hydrochinon. 

Nach Zaleski hat Bassalik®*) sich eingehender mit verschiedeng 
Formen des oxydativen Oxalsiiureabbaus beschiftigt. Es gliickte ihm de 
Nachweis, daB Oxalat durch ein bestimmtes Bakterium, B. extorquens, 
dem es als einzige C-Quelle dienen kann, mit Hilfe eines ,,Ektoenzyms 
angegriffen wird. Ferner zeigte er, dai die Verarbeitung des Oxalats be 
stark siurehaltigen Pflanzen (Rumex, Oxalis, Begonia) gleichfalls enzymatisch: 
oxydativ erfolgt. 

Staehelin [1919°%)] fand dieses Enzym sowohl in Kryptogamen wie 
Phanerogamen allgemein verbreitet, in siurefreien Spezies (wie Helianthu: 
teilweise in noch héherer Konzentration wie in stark siéurehaltigen. Au 
Helianthusblittern wurde ein wirksamer PreBsaft und hieraus durch Alkohdl: 
fillung ein haltbares Trockenpriiparat dargestellt. Das Ferment wird nach 
seinen Eigenschaften als Oxydase bezeichnet. Interessant sind Angaben 


Staehelins iiber die unterschiedliche und teilweise sehr geringe Therm: 
labilitiét von Blattpulverpriiparaten verschiedener Herkunft: so zerstit 7 


5 Minuten langes Kochen zwar die Aktivitéit von Helianthus vollkomme, 
reduziert diejenige eines Rumexpriiparats jedoch nur auf ?/;, was als Siure 
schutzwirkung gedeutet wird. 


Ist in all diesen Arbeiten iiber die aerobe Zerstiérung der Oxalsiur yy 
nie ein ernstlicher Zweifel an der enzymatischen Natur des Katalysaton © 


geiuBert worden, so bestehen derartige Bedenken zu Recht im Hinblick av 
Beobachtungen von Houget, Mayer und Plantefol [19274)], die be 
Moosen eine sehr verbreitete Fihigkeit zu kriftigem, oxydativem Oxalsiur 
abbau vorfanden. Dabei iiberdauert die Aktivitét den natiirlichen Tod ¢e 
Pflanze und ist teilweise auch noch im Humus der Moose nachzuweist) 





1) W. Zaleski u. Reinhard, Biochem. Z. 33, 449 (1911); W. Zales 
u. Kucharowa, Ukrain. chem. J. (russ.) 3, 139 (1928). 

2) Jb. Bot. 53, 255 (1913); Bull. acad. sci. Cracovie 1917, 203. 

5) Biochem. Z. 96, 1 (1919). 

4) Ann. de Physiol. 3, 663, 712 (1927); 4, 123 (1928); C. r. Acad.§ 
185, 304 (1927). 
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Yxalat auf Mee Folgende Angaben der Autoren charakterisieren diese rein aerobe 
der an i > oxydationsfunktion der Moose niher: Es existiert ein Optimum der Sub- 
dchydrage fe" stratkonzentration (in der Nihe von m/50-), unterhalb dessen langsamer, 


1: Tempe. Es oberhalb dessen aber rapider Abfall ae Reaktionsgeschwindigkeit erfolgt. 
"In neutraler Oxalatlésung ist die Oxydation so gut wie vollstindig unter- 
obe Orr. e »unden. Temperaturerhéhung von 15 auf 35° bewirkt merkwiirdigerweise 
ing dieser ew eine deutliche Verlangsamung der Reaktion, obwohl der Katalysator im 
aus freier Mew wbrigen auBerordentlich thermostabil ist: */,stiindige Behandlung mit Wasser 
es vorher EME Von 96° ist auf die Aktivitiéit noch fast ohne Einfluf, erst 100° wirken zer- 
"stérend. Auch gegeniiber Vorbehandlung mit chemischen Agentien er- 




























A()o 
sath Pe weist sich das katalytische System der Moose als iuBerst resistent: Einige 
hylenblan " gewohnliche protoplasmafillende Mittel (wie 40°/,iger Formaldehyd oder 
Hon durch faa Schwermetallsalze) sind ohne EinfluB, desgleichen schwache Oxydations- 
: Ctaae mittel (wie H,O,). Erst solch dinetinilon Agentien wie OsQO,, gesiittigte 


’ Pikrinsiiurelésung, O,, Cl- und Br-Wasser, Hypochlorite in starker Konzen- 
ration, von Reduktionsmitteln Hyposulfit und Hydrosulfit wirken schidigend, 
‘desgleichen Alkohol in der Hitze. Zusiitze von Urethan (1°/,), Phenylurethan 
§(0,02°/9) oder HCN (n/500-) zur Reaktionslésung hindern den Oxydations- 
organg nicht; dagegen wirken Jodide, Ferro- und Ferricyanide, Phenyl- 
ydrazin (in niederer), Hydrochinon (in hoher Konzentration) als ,,Antioxy- 
ene“, Wihrend Vorbehandlung des Mooses mit H,O,, wie schon erwihnt, 
hne Effekt ist, bewirkt es als Zusatz zur kompletten Reaktionslésung er- 
Phebliche und zudem,*im Gegensatz zu den ,,Antioxygenen“, irreversible 
©» Hemmung. 

Der vorstehende Auszug von Literaturangaben zeigt bereits, 
ab es heute noch unméglich ist, eine den gesamten Erscheinungs- 
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Telianthus : : 

gen. AufeXomplex des biologischen Oxalsiureabbaus umspannende, be- 
h Alkoho riedigende Erklirung zu geben. Abtrennen lift sich allenfalls 
wird nac 





Nuit einiger Sicherheit die Oxalodehydrase Thunbergs; ob da- 
Beegen bei den an letzter Stelle beschriebenen Erscheinungen an 
Mntakten Moosen das gleiche Enzym ,,Oxaloxydase* am Werke 
st wie in den — mehr unter den Bedingungen von Ferment- 
ersuchen ausgefiihrten — Untersuchungen Zaleskis, Bassaliks 
sund Staehelins an anderem pflanzlichem Material, liBt sich 
eschwer sagen. Verschiedene gemeinsame Ziige (Nichtersetzbarkeit 


| Angaben 
e Thermo 
o zerstort 
kommen, 
als Saure 


Oxalsiiur 






a ~~ | vou O, durch andere Acceptoren, spezifische Hemmbarkeit) sprechen 
], die be c fiir diese Auffassung, dagegen spricht vor allem die fiir ein Oxy- 
Oxalsiue fF Sdationsenzym geradezu enorme Bestiindigkeit des Mooskatalysators; 
ae ‘Hlouget, Mayer und Plantefol neigen denn auch zur Annahme 






einer nichtenzymatischen Oberfiiichenkatalyse im Sinne ilterer 


iVersuche Warburgs?) iiber die Verbrennung der Oxalsiiure an 
q ‘ier Kohle. 









y. Zales 





)3. 





. Wace, Pfliigers Arch. 155, 547 (1914); Biochem. Z. 136, 
~ (198 23); vgl. auch E. K. Rideal u. Wright, J. Chem. Soc. 127, 1347 





/ Acad. Sa. 





23” 








} 
4 
f 
: 


" 


6 i SR ele ll. . 


EE ILI Gy ctl 


= Lihat AA ia pS 


tex Pid poate tinwini i tained 


4 
ME ee ee re 
i ee 
_ we +o 


” 


234 Wilhelm Franke und Kurt Hasse, 


In diese Richtung weisen unter anderem die spezifische Einste|| lung 
des Katalysators auf freie Oxalsiure, sowie die sehr ausgesprochene Reak. 
tionshemmung durch héhere Substratkonzentrationen. Nicht zu erkliiyep 
ist auf diese Weise allerdings die Wirkungslosigkeit von HCN und Narkotika. 
sowie die allmiihliche ,,Abnutzung“ des pflanzlichen Systems. 

Unter diesen Umstinden erschien es lohnend, das Gesamt- 
problem der biologischen Oxalsiureoxydation noch einmal syste. 
matisch zu bearbeiten. Wir haben uns in der vorliegenden Arbeit 
zuniichst auf den Oxalsdureabbau durch Moose beschrinkt und 
haben damit begonnen, zunichst die Versuche der franzésischey 
Autoren, denen auf Grund ihrer Ausfiihrungsform hiiufig nur 
orientierende Bedeutung zukommt, mit der modernen manometri- 
schen Methodik nachzupriifen und spiiterhin zu erweitern. Wir 
sind dabei in gewissen Punkten — namentlich in der Frage nach 
der Natur des Katalysators — zu eindeutigen Ergebnissen ge- 
langt, wenngleich gewisse, durch eine unerwartete Anderung der 
HKigenschaften unseres Materials bedingte Komplikationen, die im 
weiteren Verlauf der Untersuchung auftraten, eine restlose Kliirung 
aller Fragen einstweilen nicht zulieBen. 


Methodik. 
1, Ausgangsmaterial. Nach orientierenden Versuchen mit 


verschiedenen Moosarten entschieden wir uns fir <b : 


umbratum [Ehrh.')], eine sehr aktive und in lichten Wiildern de 
Voralpengegend duferst verbreitete Spezies;: siimtliche Unter 
suchungen dieser Arbeit sind mit diesem Material ausgefiilirt 
worden. 

Die Angaben von Houget, Mayer und Plantefol iiber erhebliche 
Aktivitiitsschwankungen in Abhingigkeit von Jahreszeit, Standort und 
Vegetationszustand kénnen wir bestitigen. So erwiesen sich im Friihjabr 
und Friihsommer gesammelte Moosproben erheblich weniger aktiv als im 


Spitherbst und Ww inter geerntete; saftig griine, im vegetativen Zustand § 


befindliche Formen weniger wirksam als stark ausgetrocknete, gelblich-griine 
Ruheformen. Zum Teil gehen diese Aktivitiitsunterschiede allerdings aut 
einen verschiedenen Gehalt an niedermolekularen Hemmungsstoffen zuriick, 
worauf spiiter noch eingegangen wird (S. 249). Wochenlange Aufbewahrung 
geptliickten Mooses bei gewéhnlicher Temperatur jindert die Aktivitit im 
Winter kaum, im Sommer bewirkt sie unter Umstinden erheblichen 
Aktivitiitsabfall. 


Za den Versuchen wurden stets nur die griinen Teile der | 


Moospfianzen — nach griindlichem Waschen und _ eintiigigem 
Trocknen bei 37° — vorwtcillet, 


) Her rn Prof. Gist] vom Botanischen Institut der hiesigen Technischen 
Hochesbale sind wir fiir Moosbestimmungen zu groBem Dank verpflichtet. 
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“tr Fermente, S. 635 (1929). 
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2. Reaktionsmessung. Die Oxydation der Oxalsiure wurde 
manometrisch in Barcroft-Warburg-GefiBen, die sich in einem 
Thermostaten mit Schiitteleinrichtung befanden, bei 37,5° verfolgt. 
Der Gasraum war bei den aeroben Versuchen mit Luft, bei einigen 
anaeroben Acceptorversuchen mit Stickstoff gefiillt. 


Durch die teilweise sehr hohe Geschwindigkeit der aeroben Oxalsiiure- 
oxvdation — sie erwies sich bei 25° iibrigens nur unwesentlich kleiner als 
pei 87,9° — entstanden gewisse methodische Schwierigkeiten. Versucht man 
in der tiblichen Weise — Einlegen eines mit 10°/,iger KOH getrinkten 
Filtrierpapierréllehens in den Mitteleinsatz der Gefibe — das entstehende 
C0, zu absorbieren und so zu einem Wert der reinen O,-Aufnahme zu ge- 
langen, dann zeigt sich, daB trotz dieser an sich giinstigen =< 
hedingungen‘) in den oxeten Minuten ganz erhebliche Uberdrucke auftreten 
die erst nach etwa 15 Minuten in Unterdrucke iibergehen (vgl. Fig. 1, Kurve 2a). 
Das bedentet, daB die Geschwindigkeit der CO,-Absorption nicht hinreichend 
vob ist, um ein wahres Bild der zeitlichen O,-Aufnahme erstehen zu lassen. 
An sich ist das verstdndlich, denn nach den beiden miglichen Reaktions- 
gleichungen 


I H,C,0,+ 0, = H,O, + 2CO, 
II H,C,0,+'/,0, = H,O + 2C0, 


ergeben sich die ungewéhnlich hohen Respirationsquotienten 2 bzw. 4 

Wir haben daher in der iiberwiegenden Mehrzahl der Fille auf die 
Absorption von CQO, iiberhaupt verzichtet und uns mit der Messung der 
Differenz (gebildetes CO, — verbrauchter O,) begniigt. An sich wiirde 
ich aus dieser einen Manometerablesung bei Kenntnis des Respi- 
rationsquotienten sowohl die O,-Aufnahme als auch die CO,-Abgabe 
¥ Keo," Ko, Keo,’ Xo, 
berechnen lassen / Formeln: xg = h =———*—— iy 
' Keo. + 7 Ko, ; ‘co, 

: + ko, 
worin h der abgelesene Manometerdruck, y der Respirationsquotient und 
io, baw. Aco, die ,,GefaéBkonstanten“ zur Berechnung der Voluminderungen 
\ 


ler beiden Gase sind?)}. Leider ist nun in unseren Versuchen auch der 


Kespirationsquotient nicht konstant. Es gibt Bedingungen — z. B. kurz- 
lauernde Versuche mit Moosextrakten — wo er praktisch gleich 2 ist, und 
wieder andere Bedingungen — lingerdauernde Versuche mit intaktem 
Moos — wo er den Wert 4 erreicht. Tmmerhin ist zu bedenken, daf unter 
liesen Verhiltnissen auch die Messung des O,-Verbrauchs kein eindeutiges 
MaS der Oxalatoxydation ist und dab die im folgenden von uns meist ge- 
sebenen Werte ‘CO, —Q,) eine dem Q,- Verbrauch ungefihr gleichwertige 


Zur Barcroftmethodik vgl. M. Dixon u. Elliott, Biochemie. J. 24, 


82] (1980). 


Vgl. H. A. Krebs bei Oppenheimer-Pincussen, Die Methodik 
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relative UmsategréBe darstellen. Um aus den gemessenen Uberdrucken 
das Volumen (CO,—O,) in Kubikmillimetern ausdriicken zu kénnen, war 
tibrigens ein von dem iiblichen kyo etwas abweichender Wert zu ver. 


wenden, damit zusammenhiingend, da8 gleiche Molanteile O, und CO, 
volummiBig (infolge der gréBeren Lislichkeit von CO,) nicht gleich- 
wertig sind; doch ist die prozentische Erhéhung von kg nicht erheblich, 


da sie — je nach dem zugrunde gelegten RQ. von 2 oder 4 — nur etwa 
11 bzw. 4°/, ausmacht. 


Versuche mit intaktem Moos bzw. Moospulver. 


Die folgenden Untersuchungen wurden ausgefiihrt, um einen 
Uberblick iiber das gesamte Erscheinungsgebiet zu gewinnen und 
dabei zu priifen, ob sich die verwendete Moosart analog dem 
von Houget und Mitarbeitern fast ausschlieBlich untersuchten 
Hypnum triquetrum verhielt. Dies ist — wie schon nach der 
nahen botanischen Verwandtschaft der beiden Arten zu er- 
warten — in der Tat der Fall. Intakte Moospflinzchen und 
durch grobes Zermahlen erhaltenes Moospulver erwiesen sich 
iibrigens als gleich aktiv, so daB also die Makrostruktur er- 
sichtlich keine Rolle spielt. 

Zunichst wurde die Kinetik der Oxydation von m/60-Oxal- 
siure gepriift, einmal ohne Pufferung (Kurve 1 der Fig. 1) — 
wobei das p,, der Lésung im Laufe der Reaktion von 1,9 auf 
etwa 4—5 sinkt —, ein andermal unter Pufferung auf (das spiiter 
als optimal erkannte) p,, 2,5 (Kurve 2). Wie die Figur zeigt, 
besteht — unter Beriicksichtigung, dai in 2 die 11/,fache Moos- 
menge wie in 1 verwendet worden ist — kein prinzipieller Unter- 
schied in den beiden Kurven der (CO,—O,)-Werte. 

In einem weiteren gepufferten Ansatz (2a) wurde auch die reine 
O,-Aufnahme bestimmt, wobei sich deutlich die schon erwihnte Anfangs- 
verzégerung zeigte. Kurve 2’ und 2a’ entsprechen analogen Ansitzen ohne 
Oxalsiure (,,Leeratmung“). 

Ganz allgemein kommt die Reaktion im Verlauf einiger 
Stunden zu einem Endwert, der dem fiir vollstandige Verbrennung 
der Oxalsiure (nach Schema II, vgl. S. 235) berechneten entspricht: 
dementsprechend findet man in den spiteren Reaktionsphaseu 
recht genau den Respirationsquotienten 4. 

So ergibt sich nach 210’ fir (CO,—O,) 2940 cmm (= 2 — 2’), fiir 9, 
995 cmm (= 2a — 2a’) und hieraus fiir RQ. 3935/995 = 3,95. 

An sich war die Wahrscheinlichkeit gering, dab RQ. 1 
friheren Reaktionsphasen — wo bekanntlich eine exakte Be- 
stimmung unméglich ist — einen anderen Wert haben sollte. 
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Zur Sicherheit priiften wir trotzdem mit Titanschwefelsiure zu 
verschiedenen Reaktionszeiten auf H,O,, das eventuell nach 
| Schema I (S. 235) hatte entstanden sein kénnen. Zu unserer 
Uberraschung fanden wir, daB sich sowohl nach 60 wie 90 und 
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: 100 mg Moos, 5 ccm H,O, 1 ccm m/10-Oxalsaure. 
», 2: 150 mg Moos, 5 ccm m/5-Tartratpuffer (py 2,5), 1 com m/10-Oxalsaure. 
2a: = Kurve 2, doch mit CO,-Absorption. 
: e Kurve 2 
’ ga’: wie Kurve 2 “a doch mit H,O statt Oxalsdure. 
0 Theoret. Endwert fiir (CO,—O,) nach Schema II: 3180 cmm (unter Beriicksichtigung von 
: 5°/, Oxalsdureverlust beim Einkippen). 7 = 37,5°; Gasraum: Luft. 


120 Minuten erhebliche Mengen H,O, in der Reaktionsliésung 
nachweisen lieBen, wihrend nach lingeren Zeiten (210—250 Minuten) 
keine Spur H,O, mehr auffindbar war. 

In einer Reihe von Ansitzen entsprechend Nr. 1, Fig. 1, wurde nach 
dem Abfiltrieren des Mooses das entstandene H,O, jodometrisch bestimmt. 


Nach Schema lI kénnten maximal 2 ccm n/10-H,O, gebildet werden. Wir 
fanden (als Mittel zahlreicher Versuche mit Moosproben verschiedener 

















Herkunft): 
emm (CO,—O,) | ccm n/10-H,O, | °/) der Theorie nach I 
Nach 175’ 1050 0,86 92 
yg BY 1280 0,76 66 
y 120 2100 0,67 36 


















Die Prozentzahlen der letzten Spalte sind auf Grund der Beziehung be- 
rechnet, daB 1 cem n/10-H,O, bei einem RQ. von 2 einem (CO,—O,)-Wert 
von 1120 cmm entspricht. Die Ausbeute ist also bei kiirzeren Versuchs- 
zeiten fast quantitativ. 

DaB das H,O, in langerdauernden Versuchen wieder voll- 


stindig verschwindet, geht auf die (an sich nicht starke) Katalase- 
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wirkung des Mooses zuriick. Sie wird in den Anfangsphasen der 
Reaktion vollkommen iiberholt durch die enorme oxydatische 
Aktivitit der Moose; bei weitgehendem Oxalsiureschwund werden 
die Verhidltnisse fiir die Katalasewirkung immer giinstiger, in 
ungepuflerten Ansitzen im besonderen noch dadurch, daB die der 
katalatischen Aktivitét eintrigliche hohe Aciditét des Mediums 
stark abfallt. 


So zeigte sich in Parallelansitzen (100 mg Moos, 5 ccm H,0, 1 ccm 
n/10-H,O,) — einmal bei py 2,5 (phosphorsauer), ein andermal bei p,, 5 
(CO,-sauer) —, daB der Katalaseeffekt beim héheren pq rund 10 mal stirker 
ist als beim niederen. 

Es mag noch erwihnt werden, dab die obigen H,0,-Ausbeuten sich 
auf Versuche mit ,,;Wintermoosen“ beziechen. Bei ,,SSommermoosen“ ist das 
Verhiltnis oxydatische Aktivitit/katalatische Aktivitit hiaufig wesentlich 
kleiner und dementsprechend auch die Ausbeute an H,O,, das jedoch qua- 
litativ stets eindeutig nachgewiesen werden konnte. 

Einen bemerkenswerten Analogiefall zu den vorstehend beschriebenen 
Reaktionsverhiltnissen stellt tibrigens der oxydative Umsatz der Oxalsiiure 
an Zuckerkohle dar; es lieB sich hierbei in orientierenden Versuchen 
(500 mg Kohle + 6 ccm m/10-Oxalsiure) einwandfrei H,O, feststellen (aihn- 
lich wie dies vorher schon von Warburg’) fiir die Oxydation der Amino- 
siuren geschehen war). Dieser Befund —- zusammen mit der Tatsache, 
daB bei enzymatischen Dehydrierungen nur duBerst selten H,O, in 
gréBerer Menge gefabt werden kann*) — schien die einleitungsweise (S. 233) 
gegebene Auffassung von Houget und Mitarbeitern in etwas modifizierter 
Form weiter zu stiitzen, um so mehr als das Zuckerkohlemodell mit dem 
Moos auch die Unempfindlichkeit gegen HCN (wenn auch nicht gegen 
Narkotika) gemeinsam hat. Spiiter zu erwihnende Ergebnisse haben uns 
dann allerdings doch endgiiltig von dieser Anschauung abgebracht. 


Die Entstehung von H,O, kennzeichnet die Wirkung des 
Mooses im Sinne Wielands als diejenige eines Dehydrierungs- 
katalysators. Es stand zu erwarten, dab die aktivierten H-Atome 
des Oxalsiuremolekiils auch von anderen Acceptoren als von 
O, aufgenommen werden kénnten, um so mehr als thermo- 
dynamische Beschrankungen gerade im Fall der Oxalsiure 
keine Rolle spielen dirften*). Auffallenderweise ist es auch uns 





1) O. Warburg u. Brefeld, Biochem. Z. 145, 461 (1924). 

*) Hierher gehért das Schardinger-Enzym bzw. die Xanthin- 
dehydrase: H. Wieland u. Mitarb., Liebigs Ann. 477, 32 (1929); 483, 217 
(1930); M. Dixon, Biochemic. J. 19, 506 (1925). — Ferner ist der aerobe 
Glucoseabbau durch Milchsiurebakterien zu erwihnen: A. Bertho u. Gliick, 
Liebigs Ann. 494, 159 (1982); O. Warburg u. Christian, Biochem. Z. 
260, 499 (1933). — Kirzlich ist noch dazugekommen die enzymatische Glucon- 
siurebildung aus Glucose: W. Franke u. Lorenz, Liebigs Ann. 582, 1 (1937). 

8) Vgl. z.B. W. Franke, Biochem. Z. 258, 280 (1988); Tab. biol. period. 
5, 120 (1985). 
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ebensowenig wie Houget und Mitarbeitern gelungen, die Ersetz- 
parkeit des Sauerstofis durch andere Acceptoren darzutun. 


Diese Autoren hatten mit m/1000—m/50-Methylenblau gearbeitet. 
Nun scheint das groBe Farbstoffmolekiil besonders bei lebenden Zellen 
hiufig nicht oder nur schwer bis zu den eigentlichen ,,Dehydrierungsorten“ 
vordringen zu kénnen'); Chinon erweist sich in solechen Fillen oft als 
wesentlich geeigneter. Es wurden daher, in einem Ansatz mit 100 mg 
Moos, 5 cem m/20-Chinon + 1 cem m/10-Oxalsiure unter CO, 2 Stunden 
lang geschiittelt. Es trat — gegeniiber einer Kontrolle ohne Oxalsiure — 
kein meBbarer Uberdruck auf; jodometrische Titration des noch vorhandenen 
Chinons am Ende des Versuchs ergab praktisch den Ausgangstiter. Dab 
nicht etwa eine erhebliche Schidigung des Mooskatalysators durch das 
Chinon erfolgte, zeigte ein aerober Parallelversuch, in dem die Umsatz- 
geschwindigkeit nur um etwa '/, gegeniiber dem chinonfreien Ansatz ver- 
mindert war. 


Weitere Punkte, die anschlieBend gepriift wurden, waren der 
KinfluB der Substratkonzentration und der Katalysator- 
menge. Die Angaben von Houget und Mitarbeitern iiber das 
Auftreten eines Optimums der Oxalsaurekonzentration konnten 
wir bestitigen, allerdings mit der Einschrankung, daB diese 
optimale Konzentration variiert mit der Moosmenge pro Volum- 
einheit: je geringer die Katalysatormenge, desto niedriger auch 
die optimale Oxalsiurekonzentration. Mit dieser Erscheinung hingt 
ursichlich eine andere zusammen, die einen halbwegs zuverlissigen 
Aktivitéts vergleich verschiedener Moose und Moospriparate 
auBerordentlich erschwert: vermindert man, ausgehend von einem 
ginstigen Verhiltnis Oxalsiure/Moos, die Moosmenge, so sinkt 
die Umsatzgeschwindigkeit anfangs erheblich stairker als der Pro- 
portionalitat zur Moosmenge entspriiche, und geht man andrerseits 
mit der Moosmenge hoher, so tritt bald eime — wohl physikalisch 
bedingte — Grenzgeschwindigkeit auf (Fig. 2). 

Gemeinsame Ursache scheint die adsorptive Hemmungswirkung hoher 
Oxalsiiurekonzentrationen zu sein, die von Warburg’) auch am Kohle- 
modell beobachtet und von Rideal und Wright*) im Sinne der Langmuir- 
schen Theorie gedeutet worden ist. 

Das Fehlen einer exakten Proportionalitit zwischen Moosmenge und 
Umsatzgré6Be zwingt zur Einhaltung gewisser einschrinkender Bedingungen, 
wenn es sich um den Aktivititsvergleich zweier verschiedener Priparate 


wie auch um Aktivitatsiinderungen desselben Priparats unter dem EinfluB 
verschiedener Zusitze (z. B. Hemmungsstoffe) handelt. Es geht aus der 





1) Vgl. z. B. die Verhiltnisse bei den Essigbakterien: H. Wieland 
u. Bertho, Liebigs Ann. 467, 95 (1928); A. Bertho, Erg. Enzymforsch. 
1, 231 (1932); K. Tanaka, Act. phytochim. 7, 265 (1938). 
*) Pfliigers Arch. 155, 547 (1914). 3) J. Chem. Soc. 127, 1347 (1925). 

































ey ee 


* 


SET ae ae ene a Geo 


VE PEED 5 ae 


Sle bene 


r seeearcr ro 
zY oo Sei = 
LONE or MLNS OS ay en 
Soe. RS ANE i El Oa AON BEES EDR a8! ind SDE BG AOE SILA PERE BBD ae es 


240° Wilhelm Franke und Kurt Hasse, 


Fig. 2 deutlich hervor, daB bei Wahl zu hoher Katalysatormengen (ip 
diesem Fall > 75 mg) ein Aktivititsvergleich unméglich wird, daB andrer. 
seits aber auch im Gebiete kleiner Mengen (z.B. < 25 mg) wegen der 
geringeren Kurvenneigung und der griferen Versuchsfehler ein solcher 
Vergleich recht ungenau werden wird; am geeignetsten ist das steile Mittel- 
stiick der Kurve. Wir sind in der Praxis hiufig so verfahren, daB wir 
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Fig. 2. 


Reaktionslésung: 5 ccm m/5-Tartratpuffer (py 2,5) + 1 ccm m/20-Oxalsiure; dazu steigende 
Moosmengen: 6,25, 12,5, 25, 50, 100 und 200 mg. Angegeben ist der Umsatz in 30 Minuten. 
(Der Wert fiir den 200 mg-Ansatz (570 cmm) ist in der Figur nicht mehr enthalten.) 

T = 37,5°; Gasraum: Luft. 





die Menge eines zu bestimmenden Katalysators so gro8 wihlten, da8 die 
Wirksamkeit zwischen derjenigen zweier verschiedener, bekannter Mengen 
eines Vergleichspriparats lag. 


Unter Beriicksichtigung dieser Gesichtspunkte haben wir 
einige — z. T’. schon von Houget und Mitarbeitern untersuchte — 
typische Hemmungsstoffe hinsichtlich ihrer Wirkung auf das 
Moos nachgepriift, ohne dabei zu wesentlich anderen Ergebnissen 
zu gelangen wie sie; das gleiche gilt fiir die Frage der geringen 
Thermolabilitat der Mooswirkung. 


So zeigte von narkotisch wirkenden Substanzen nur Phenylurethan 
(m/165-) einen leichten Hemmungseffekt (20 °/,), wahrend sich Pheny!- 
harnstoff (m/80-), Chloralhydrat (m/50-) sowie Toluol und Chloro- 
form (in Tropfenform) als wirkungslos erwiesen; letzteres gilt auch von 
dem Atmungsgift Blausiure (in m/80-Konzentration gepriift). Schwache 
Hemmungswirkungen wurden noch beobachtet mit (m/800-)Diphenylamin 
(23 °/,) und mit (m/120-) Chinon (21 °/,); stark hemmend wirkt in der 
gleichen Konzentration Hydrochinon (77 °%/,), so gut wie vollstindig 
hemmend (97 °/,) Kaliumjodid (m/800-). Beachtenswerterweise handelt es 
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sich hier durchweg um Stoffe von notorisch starker ,,kettenabbrechender“ 
Wirkung (vgl. S. 255). 

1stiindiges trocknes Erhitzen des Mooses auf 110° schidigte die 
Wirksamkeit um 175 °/,, gleiche Behandlung bei 140° vernichtet sie voll- 
stindig. '/,stiindiges Erwirmen in Wasser von 85, 93 und 98° reduziert 
die Aktivitét um bzw. 0, 4 und 55 %, (vgl. Fig. 8, 8. 249). 


SchlieBlich wurde noch in einigen orientierenden Versuchen 
die Spezifitat der Mooswirkung gepriift, wobei sich eine strenge 
Beschrankung auf den oxydativen Angriff der Oxalsiure ergab. 

Folgende zellvertraute Substrate (in 6 ccm m/60-Lésung auf 50 mg 
Moos) wurden untersucht: Ameisensiure (auch als Na-Salz), Essigsiure, 
Malonsiure, Apfelsiure, Glutaminsiiure, Leucin und Glucose; in keinem 


Fall erreichte der O,-Verbrauch auch nur 5°/, von dem einer gleichen 
Menge Oxalsiure. 


Versuche zur Abtrennung des Katalysators von der Zelle 
und Nachweis seiner enzymatischen Natur. 


Nachdem wir uns in den orientierenden Versuchen an Moos 
und Moospulver mit den allgemeinen Eigenschaften des kata- 
lytischen Systems vertraut gemacht hatten, gingen wir zu Iso- 
lierungsversuchen iiber, in der Erwartung, daB auf diese 
Weise am leichtesten die Entscheidung zwischen Ferment und nicht- 
enzymatischem Oberflichenkatalysator getroffen werden kénnte. 


Methode lI. Versuche zur Herstellung von ,,Enzymlésungen“ 
durch Extraktion von grob gemahlenem Moos mit Wasser schlugen 
regelmaBig fehl. Kin Erfolg wurde erst erzielt, als dieses Moospulver 
(oder auch intaktes getrocknetes Moos) mit der 15—30 fachen 
Wassermenge einige Stunden in der Kugel miihle zerrieben wurde. 
1/ stiindiges Zentrifugieren des Mahlguts [A?)] fiihrt zu einer inten- 
siv griinen, getriibten Liésung (B), die fast die gesamte Aktivitit 
des Mooses enthilt, waihrend sich der Zentrifugierriickstand (C) 
dementsprechend als nahezu inaktiv erweist. 1 tigige Dialyse 
durch Cellophan (Liésung D) gestattet eine — bezogen auf das 
Trockengewicht — mehrfache Anreicherung des Katalysators, 
dessen Wirksamkeit also eindeutigerweise auch nicht von der 
Mikrostruktur der Mooszelle abhingt, sondern — nach den bis- 
herigen und weiterhin noch mitzuteilenden Befunden — offen- 
sichtlich als diejenige eines léslichen Enzyms aufzufassen ist. 
Wie das geschilderte Reinigungsverfahren zeigt, bedarf dieses 





1) Die Kennzeichnung der in den spiteren Versuchen verwendeten 
Priiparate erfolgt durch die Angabe des entsprechenden Buchstabens. 
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Enzym — das bis auf weiteres als ,,Oxaloxydase* bezeichnet 
werden soll — zu seiner Wirkung keines Co-Fermentes. 


Bei der quantitativen Verfolgung der Enzymabtrennung und -reinigung 
ist der Mangel exakter Proportionalitiét zwischen Reaktionsgeschwindigkeit 
und Katalysatormenge, der sich in ahnlicher Weise wie beim Moos auch 
bei den Enzymlésungen wiederfindet (S. 246), zu berticksichtigen. Innerhalb 


200 











CE 20 30 
Minuten —»> 


Fig. 3. 


Aktivitatsvergleich von Moospulver (A), wa8rigem Extrakt (B), Zentrifugierriickstand (C) 
und dialysiertem Extrakt (D). 
Reaktionslésung: 6 ccm m/60-Oxalsiure. 7 = 37,5°; Gasraum: Luft. 
Gewichtsangaben beziehen sich auf Trockengewichte der verwendeten Enzympraparate. 


des engen, jeweils untersuchten Geschwindigkeitsbereichs kann man immer- 
hin in erster Annéherung annehmen, daf sich bei gleichem Umsatz pro 
Zeiteinheit die Enzymaktivititen umgekehrt wie die Trockengewichte ver- 
halten. 

Methode II. Ein anderes Verfahren, das rascher zu Enzym- 
lésungen Abnlicher Aktivitaét, wie sie durch Dialyse erhiltlich sind, 
fihrt, besteht darin, daB man die zentrifugierte, griine Ausgangs- 
lésung B mit dem 12—15fachen Volumen Alkohol—Ather (meist 
im Verhiltnis 3—4 zu 1 angewandt) fallt. Der flockige, grau- 
braune Niederschlag (E) wird abzentrifugiert und im Exsiccator 
getrocknet. Er ist anfangs fast vollstindig wieder in Wasser lis- 
lich, wobei eine nur leicht getriibte, hellgefarbte Lésung (F) ent- 
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steht; bei langerer Autbewahrung im Exsiccator wird er zunehmend 
unléslich und damit inaktiv. 

Vorversuche zu weiterer adsorptiver Reinigung der Priipa- 
rate haben bisher kein befriedigendes Ergebnis gezeitigt. 


Es gelingt zwar, das Enzym z. B. aus wiBriger Lésung an Kaolin zu 
adsorbieren und mit Diammonphosphat + NH, wieder zu eluieren, allein 
die resultierenden Lésungen sind nach der Dialyse, unter Beriicksichtigung 
des Trockengewichts, nicht wesentlich aktiver als die Ausgangslésungen. 
Sicherlich werden auch hier systematische Untersuchungen auf breiterer 
Grundlage zum Erfolg fiihren; wir haben sie einstweilen zuriickgestellt, 
nachdem uns als Ausgangsmaterial nur mehr das gerade fiir diese Arbeits- 
richtung wenig geeignete ,Sommermoos“ (vgl. S. 234 u. 249) zur Verfiigung 
stand. Fiir die Zwecke der vorliegenden Untersuchung war eine weitere 
Reinigung des Ferments auch entbehrlich. 


Was Aktivititssteigerung und -ausbeute bei den 
bisher dargestellten Priparaten anbetrifft, so gibt hiertiber die 
nachstehende kleine Tabelle, die zwei Reinigungsgiinge nach 
Methode I und II willkiirlich herausgreift, hinreichenden Auf- 
schluB : 








ni Methode I He Methode iti 











Anreicherungsgrad von Moos (A) bis Léeung >. 4 x 3 x 
» A bis Produkt D bzw. E 12—14 x 15 x 

Enzymausbeute in der StufeA—B ..... . 64°, 38%, 
‘ » den Stufen A—D bzw. A—E 88, 49°, 


Zu bemerken wire noch, da8 die geringere Anreicherung und Aus- 
beute in Phase I der Methode II (gegeniiber Methode I) wohl damit zu- 
sammenhingt, da8 hier nur mit der 15 fachen (statt wie dort 30 fachen) 
H,O-Menge extrahiert worden ist. Sehr auffallend ist ferner das Ansteigen 
der Ausbeute in der 2. Reinigungsphase (Dialyse oder Alkohol-Atherfillung). 
Es erklirt sich durch die Entfernung von Hemmungsstoffen bei diesem 
Schritt, wovon spiter (S. 249) noch eingehend die Rede sein wird. 


Schon beim heute erreichten Reinheitsgrad liBt sich iibrigens 
aussagen, daB die Oxaloxydase offenbar zu den wirksamsten 
Qxydationsenzymen gehdrt, die wir kennen. Wahlt man als ver- 


gleichendes AktivititsmaB den gangbaren Ausdruck der ,,Atmungs- 
eréBe“ ( 2%, * a Sania: Si x) unter annihernd optimalen Be- 


dingungen, so resultieren fiir unsere aktivsten Priparate Werte 
zwischen 300 und 600. 
Einen Vergleich mit einigen, ebenfalls mit O, direkt reagierenden 


Oxydationsenzymen erlaubt die nachstehende Tabelle, deren Zahlenwerte 
aus den Originalangaben der Autoren errechnet wurden: 
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Anreiche- 

Enzym Substrat rung Vo, 
Aldehydrase aus Milch’). . . [Salicylaldehyd| 300 x 90 (37°) 
Glucoseoxydase aus 

rae. peg aoa oe tei Glucose ca. 10 X 45 (80°) 
Oxaloxydase aus Hylocomium | Oxalsiiure | 12—15 x |800—600 (25-37°) 
Polyphenoloxydase aus 

SS ee aS Hydrochinon | 6380 x 2000 (20°) 


Versuche mit Enzymlésungen. 


1. Reaktionsmechanismus. In Ansiitzen mit dem _ gelésten 
Enzym lieB sich nochmals in aller Schirfe der Mechanismus der 
Oxalsiuredehydrierung klarlegen. Deutlich konnte man die Primir- 


Reaktion (1) H,C,0, + 0, = H,0, + 2CO, 
von der Sekundir-Reaktion (Ia) 











rr 
4 : H,0, = H,O + a P 0, 
i i e . + e . . 
: abtrennen. Einen Versuch dieser Art gibt die Fig. 4 wieder. 
) 
) | 7600 Bills 
7400- x 
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: ak RAT ae 
j | 7200;- 
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; / RAI 
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i l J ! j 
70 ” ate 30 40 50 
q Minuten —> 
; Fig. 4. 


Ansatz: 4ccm Enzymlésung (= 10 mg Alkohol—Atherfallung), mit H,PO, auf py 2,5 ge- 
bracht. Zu den Zeiten ¢ = 0 und ¢ = 35 Minuten Zugabe von je 1 ccm m/40-Oxalsdure. 
Die mit Rk I und Rk Ia bezeichneten Volumina (532 und 797 cmm usw.) entsprechen dew 
a theoret. zu erwartenden Umsatz nach Schema I u. Ia bei zeitlicher Trennung beider Phaser. 





1) Wieland u. Rosenfeld, Liebigs Ann. 477, 82 (1929). 
*) W. Franke u. Lorenz, Liebigs Ann. 582, 1 (1987); vgl. auch 
D. Miller, Biochem. Z, 199, 186 (1928). 
*) H. Wieland a. Sutter, Ber. chem. Ges: 61, 1060 (1928). 
































nache 
Oxyd 
gesch 


H,O, 
weite 
horig' 


kataly 
m/40- 
schwi 
gemes 


Das 1 
Zugak 
durch 
achtli 
beispi 
leidet 
erheb. 
wirku 
héher 
haben 
gestel 


lésu 
anae 


auch 

Meth 
chlor 
trisch 
blau- 
fiir ei 
durch 
demns 
negati 


Oxal: 


———— 








ler, 





Zur biologischen Oxydation der Oxalsiure. I. 245 


Wie ersichtlich, gelingt es hier, oxydatischen und katalatischen Effekt 
nacheinander zu beobachten. Grund hierfiir ist das giinstige Verhiltnis 
Oxydase/Katalase, da letztere wohl durch die Alkohol-Atherbehandlung 
geschidigt worden ist. 

DaB in den Zeiten des starken Kurvenanstiegs tatsiichlich quantitativ 
H,O, gebildet wird, wurde durch jodometrische Titration einzelner Ansitze 
weiter belegt; nachstehend sind die zu bestimmten (CO,—O,)-Werten ge- 
hérigen, theoretischen H,O,-Mengen den gefundenen gegeniibergestellt. 


emm QO, n/10-H,O, theor. n/10-H,O, gef. 
178 0,18 0,19 
348 0,36 0,85 
416 0,48 0,42 


DaB ferner im schwach geneigten Kurventeil ausschlieBlich H,O, 
katalytisch zersetzt wird, konnte in Kontrollansitzen, bei denen statt 
m/40-Oxalsiure m/40-H,O, zugegeben wurde, erhirtet werden: die Ge- 
schwindigkeit der H,O,-Zersetzung entsprach der im Versuch der Fig. 4 
gemessenen. 

Noch ein weiterer interessanter Punkt ist am Schaubild zu erwihnen. 
Das unvermindert rasche Einsetzen der Substratoxydation bei der zweiten 
Zugabe von Oxalsiure spricht gegen eine vorausgegangene Schidigung 
durch H,O, und Oxalsiure. Diese Bestiindigkeit des Enzyms ist be- 
achtlich, namentlich im Hinblick auf die sehr starke Schidigung, die 
beispielsweise das Schardinger-Enzym durch nascierendes H,0, er- 
leidet’). Die Angaben von Houget und Mitarbeitern iiber den recht 
erheblichen Aktivitiitsverlust des Mooskatalysators bei gemeinsamer Ein- 
wirkung von Oxalsiure und H,O, (S. 283) beziehen sich auf wesentlich 
héhere Konzentrationen (> m/50- gegen m/200- im vorliegenden Versuch); wir 
haben diese Schidigung in Ansitzen vom Typus der in Fig. 1 (S. 237) dar- 
gestellten gleichfalls (doch schon ohne H,0,-Zusatz) beobachtet. 


Auch unter Verwendung der gegen O, hochaktiven Enzym- 
lésungen gelang es iibrigens nicht, die Oxalsiuredehydrierung 
anaerob durchzufiihren. 


Ansitze, die dem der Fig. 4 genau nachgebildet waren, vermochten 
auch in vielstiindigen Thunbergversuchen nicht einmal 1 cem m/2000- 
Methylenblau, Phenosafranin, Indigotetrasulfonat oder 2,6-Di- 
chlorphenol-indophenol zu entfirben. Desgleichen gaben manome- 
trische Versuche unter N,, bei denen beispielsweise die 20fache Methylen- — 
blau-Konzentration wie oben zur Anwendung kam, keinen Anhaltspunkt 
fiir eine deutliche CO,-Bildung nach 3 Stunden, obwohl nach Ersatz des N, 
durch Luft die O,-Reaktion in fast unverminderter Geschwindigkeit ablief, 
demnach also keine Enzymschidigung stattgefunden hatte. Das gleiche 
negative Ergebnis hatte ein analoger Versuch mit Chinon (1 ccm m/33-). 


2. Reaktionskinetik. Die Geschwindigkeit der enzymatischen 
Oxalsiureoxydation in Abhangigkeit von der Ferment-, der 





1) Literatur vgl. 8. 238. 
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Substrat- und der Wasserstoffionen-konzentration sowie in heoh 

Beziehung zum Q,-Druck und zur Temperatur wurde als und 

nichstes systematisch untersucht. um 
Fiir den Einflu8 der Enzymkonzentration auf die Reaktions- 

geschwindigkeit ergaben sich ganz ihnliche Verhaltnisse, wie sie 

friiher schon beim Moos festgestellt worden waren; die Kurve 

der Fig. 2 gilt prinzipiell auch fiir Enzymlésungen. 


Den zeitlichen Reaktionsverlauf im Gebiete kleiner Fermentkonzen. 
trationen bei langerer Versuchsdauer zeigt nachstehende Fig.5. Man 


7750 


7500 is 


\ 
\ 








- 
7000 / 
% } 
S x ae: 
750 
S | . 
500 '- x 
H 
ait en 4ccm ] 
250 fl a 7 — 
nt m i. 
pO <a 
! Lei 
30 60 I? 
. nehme 
Minuten —> 
cna Effekt 
Fig. 5. 
Reaktionslisung stets 6 ccm, davon 1 ccm m/10-Oxaiséure. 
Kurve 1: 1 ccm Enzymlésung (B, 8. 241). Kurve 3: 3 ccm Enzymlésung. unter 
» 23 20cm * » 4: 68¢ccem “5 
etwa 
T = 37,5°; Gasraum: Luft. 
achtet 
tiefere 


erkennt bei den Kurven 1—3 und kurzen Ablesungszeiten die annaihernde 
Proportionalitét zwischen Umsatz und Enzymmenge, die in Kurve 4 — ent- I 
sprechend dem Eintritt in den steilen Kurventeil der Fig. 2 — bereits geschy 
von Anfang an durchbrochen ist. Aber auch in den Kurven 1—3 macht J mit 5 
sich im spiiteren Verlauf — und zwar um so friiher, je héher die Enzym- 
konzentration — ein autokatalytisches Ansteigen der Umsatzgeschwindigkeit 
bemerkbar, das zweifellos durch die allmihliche Beseitigung des hemmenden dingt, 
Oxalsiureiiberschusses bedingt ist. auf rv 


Die Abhingigkeit der Umsatzgeschwindigkeit von der Sub- §@.. I 
strat-konzentration ist, wie schon friiher (S. 239) erwahnt, durch Uberg 
das Auftreten eines ausgesprochenen Optimums charakterisiert 
(Fig. 6). ‘) 


An sich ist das Auftreten eines stark markierten Substratoptimums §, y4i,, 
bei Oxydationsenzymen keine Seltenheit; in sehr charakteristischer Weise 
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beobachtet man es u. a. bei der Peroxydase), dem Schardinger-Enzym”) 
und der Citricodehydrase*). DaB es sich auch im Fall der Oxaloxydase 
um ein wahres Optimum und nicht etwa eine Schidigung durch zu- 


+00 r- 








700;- 
! nt I 
02 0.4 06 0.8 70 
com "Yo - Oxalsdure —> 
Fig. 6. 


4ccm Enzymlésung (B), 1 ccm m/1-Tartratpuffer (py 2,5); dazu steigende Oxalsiuremengen, 
je 1 ccm m/100-, m/40-, m/20- und m/10-, einer Totalkonzentration von m/600-, m/240-, 
m/120- und m/60- entsprechend. Umsiatze nach 30 Minuten, 7 = 37,5°; Gasraum: Luft. 


nehmende H’-Konzentration handelt, geht ja schon daraus hervor, daB der 
Effekt in gepufferter Lésung auftritt. 

Uber den EinfluB der Wasserstoffionen-konzentration 
unterrichtet das folgende Bild (Fig. 7). Das gefundene Optimum von 
etwa 2,5 ist das tiefste bisher fiir ein Oxydationsenzym beob- 
achtete; bei den Hydrolasen hat allein das Pepsin ein noch 
tieferes Wirkungsoptimum (p,, 1,8). 

Die Beziehung zwischen O,-Partialdruck und Reaktions- 
geschwindigkeit li8t sich dahin zusammenfassen, da8 (im Ansatz 
mit 5ccm Enzymlésung + 1 ccm m/40-Oxalsiure) die Verwendung 
von reinem O, oder Luft keinen Geschwindigkeitsunterschied be- 
dingt, wihrend im N,—O,-Gemisch mit nur 5°/,0, der Umsatz 
auf rund die Hilfte absinkt. 

Der Einflu8 der Temperatur ist gering: wir finden beim 
Ubergang von 25,5 auf 37,5° im eben erwihnten Normalansatz 


1) P. J.G. Mann, Biochemie. J. 25, 918 (1931). 

*) M. Dixon u. Thurlow, Biochemie. J. 18, 976 (1924); H. Wieland 
u. Mitarb., a. a. O., 8. 2388. 

’) F. Bernheim, Biochemic. J. 22, 1178 (1928). 
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eine nur 20°/,ige Geschwindigkeitssteigerung, wahrend Houget 
beim Moos sogar eine Abnahme festgestellt hatte. 


Ursache des kleinen Temperaturkoeffizienten diirfte entweder sein, 
daB bei der recht raschen Reaktion ein physikalischer Faktor — Diffusions. 
oder Absorptionsgeschwindigkeit des 0, geschwindigkeitsbegrenzend wirkt, 
oder da8 bei steigender Temperatur zunehmende Reaktionsgeschwindigkeit 
und abnehmende Adsorptionsdichte sich weitgehend kompensieren ‘). 


> 
S 
Ss 


cmm (C02 ~O2)1 20’°—> 
S 





700 





l H l I j ] i l I 
16.2) 22° 2e 26. 22 GO 2d 24 ae 
Py __oS 





Fig. 7. 


4ccm Enzymildésung (B), 1 ccm m/20-Oxalsiure, 1 ccm m/1-Tartratpuffer von steigenden 
Py-Werten. Umsitze nach 20 Minuten. 7 = 37,5°; Gasraum: Luft. 


Pu-Kontrolle nach 1stiindiger Versuchsdauer ergab, da®B in den ersten 3 Ansitzen der 
PH-Wert um durchschnittlich 0,12, in den nichsten beiden Versuchen um durchschnittlich 
0,25 und in den letzten 3 praktisch nicht gestiegen war. 


Was die Warmeempfindlichkeit des Katalysators an- 
betrifft, so scheint ein charakteristischer Unterschied zwischen 
Moos und Enzymlésungen zu bestehen, derart, daB die letzteren 
erheblich thermolabiler sind als das zellgebundene Enzym (Fig. 8). 


Die ,,Tétungstemperatur“ nach der Definition vy. Eulers*) liegt fir 
das zellgebundene Ferment bei 98°, fiir das geléste bei 83°. Zur Orien- 
tierung sei erwihnt, daB die entsprechende Inaktivierungstemperatur fir 
pflanzliche Dehydrasen im allgemeinen zwischen 50 und 60°, fiir pflanz- 
liche (Phenol)-Oxydasen etwa 10° héher liegt, doch finden sich in der 
Literatur gerade fiir die letztere Enzymgruppe vereinzelt Angaben iiber 
eine Bestindigkeit bis zu erheblich héheren Temperaturen [z. B. 90° *)}. Die 
der Oxaloxydase in vielfacher Beziehung nahestehende Glucoseoxydase zeigt 





) Vgl. die ahnlichen Verhiltnisse bei der Glucoseoxydase: W. Franke 
u. Lorenz, a.a. O., 8. 244. 

*) H. v. Euler, Allgemeine Chemie d. Enzyme, S. 272 (1925). 

) Vgl. z. B. die Abschnitte iiber Tyrosinase und Peroxydase bei 
H. v. Euler, Die Katalasen und die Enzyme der Oxydation und Reduktiop 
(1934). 
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die exakt gemessene Tétungstemperatur von 73°). Jedenfalls liegt die 
Zerstérungstemperatur der Oxaloxydase beachtlich hoch, ohne dab deshalb 
Zweifel an ihrer enzymatischen Natur entstehen kénnten. 
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Kurve 1: 50 mg Moos, 5 ccm H,O, 1 ccm m/20-Oxalsaure. 
» 2: &5cem Enzymilésung(D), 1 ccm m/40-Oxalsaure. 
Nach 3/,stiindigem Erwirmen des Mooses (in H,O) bzw. der Enzymlésung auf die bezeich- 
neten Temperaturen wird die Aktivitatsbestimmung bei 37,5° in Luft durchgefiihrt. 


3. Beeinflussung der Reaktion durch verschiedene Stoffe. — 
a) ,Nattirliche* Hemmungsstoffe. Bereits im Abschnitt iiber 
Abtrennung uud Reinigung des Enzyms war darauf hingewiesen 
worden, daB wiBrige Moosextrakte offenbar Hemmungsstoffe 
enthalten, deren Entfernung durch Dialyse oder Alkohol—Ather- 
fillung des Ferments zu einer auffallenden Erhéhung der Enzym- 
ausbeute fiihrt (S. 243). Wahrend der Effekt bei dem dort an- 
gezogenen Beispiel eines typischen ,,Wintermooses“ sich noch in 
miBigen Grenzen hilt, tritt er bei ,Sommermoosen“ in sehr aus- 
gepragter Form auf, zugleich mit einer merkwiirdigen Empfind- 
lichkeitssteigerung des Enzyms gegen Einfliisse aller Art. Da die 
Erscheinung einerseits von gewissem physiologischen Interesse ist, 
andererseits die experimentelle Bearbeitung des Ferments er- 
heblich erschwert hat, soll hier noch kurz von ihr die Rede sein. 

Ausgangspunkt war die Beobachtung, daB Fundorte, die den Winter 
iber stets hochaktives Moos geliefert hatten, im Friihjahr und Sommer nur 
mehr schwach oder iiberhaupt nicht mehr aktives Material ergaben. Uber- 
taschenderweise lieBen sich nun aus den schwach oder nicht wirksamen 
wiBrigen Moosextrakten sowohl durch Alkohol-Atherfallung wie auch 
durch Dialyse hiufig recht aktive Enzymlésungen gewinnen; ihre Aktivitit 
verschwindet wieder, wenn man ihnen das eingedampfte Dialysat in ent- 
sprechender Menge zufiigt. So zeigte beispielsweise ein Ansatz mit 5 ccm 


Rohenzymlésung +1 ccm m/40-Oxalsiure in 10 Minuten keinerlei Uberdruck. 
2tigige Dialyse fiihrt zu einer Lisung, die in derselben Zeit 340 cmm 





') D. Miller, Biochem. Z. 205, 127 (1929). 
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(CO,—O,) liefert. Zugabe der iiquivalenten Dialysatmenge reduziert diesen 
Wert wieder auf etwa 4/,,. 

Trotzdem sind die ,,reaktivierten Enzymlésungen aus ,,Sommermoos‘ 
den im Winter erhaltenen nicht gleichwertig: die gleiche Lésungsmenge 
(2 ccm aus 60mg Moos), die im Februar noch die Oxalsiurehemmung 
von m/60- zu tiberwinden vermag, reagiert im Mai nur noch mit m/240. 
Oxalsiiure kriftig (vgl. Fig. 2 und 5). Gleichzeitig mit der Empfindlichkeit 
gegen héhere Substratkonzentrationen steigt diejenige gegen alle méglichen 
niedermolekularen Stoffe wie Salze, Aminosiuren, Enzymgifte und derg], 
Diese Erscheinung hat die beabsichtigte Erweiterung dieser Untersuchung 
in verschiedener Richtung sehr beschriinkt; so ist, um nur ein Beispiel 
zu nennen, bei Enzymlésungen aus ,,SSommermoosen“ eine ausreichende 
Pufferung unméglich, da die dabei auftretende Salzhemmung die enzyma- 
tische Wirkung unterbindet. } 

Was die Frage nach der Natur der Hemmungsstoffe in der Moos- 
pflanze anbetrifit, so haben wir mit dem Dialysat einige orientierende Be- 
stimmungen ausgefihrt. Gefunden wurden (durch Titration nach Bertrand) 
etwa 25°/, reduzierende Zucker, ferner (nach van Slyke) annihernd 7°, 
Aminosiuren; der Rest besteht gréBtenteils aus Salzen organischer Sauren. 
Es ist wahrscheinlich, daB der Zuckeranteil nicht fiir die Hemmung ver- 
antwortlich zu machen ist, da Zusatz verschiedener Zucker — gepriift 
wurden Xylose, Glucose, Fructose und Saccharose in einer dem 
Zuckergehalt des Dialysats entsprechenden Menge — keinen EinfluB auf 
die Aktivitit von dialysierten Enzymlésungen hatte. Wihrend von den 
Aminosiiuren Glykokoll nicht hemmend wirkt, zeigt Alanin unter den 
gleichen Konzentrationsbedingungen eine sehr betrichtliche Hemmung (65°), 
jn m/500-Lésung); noch auffallender ist ein nicht viel schwicherer Hen- 
mungseffekt (45°/,) in Gegenwart von Natriumchlorid der gleichen 
Konzentration. 

b) Zellfremde Hemmungsstoffe. Das charakteristische 
Verhalten einiger dieser Stoffe gegeniiber Oxydationsenzymen dient 
seit langem als Kriterium fiir die Oxydase- oder Dehydrasenatur 
derartiger Fermente. Bei der eigenartigen Mittelstellung, die der 
Oxaloxydase hinsichtlich ihres Verhaltens gegen Sauerstoff und 
die anaeroben Acceptoren zukommt (S. 245), schien die Méglich- 
keit, durch spezifische Inhibitoren doch noch eine Entscheidung 
treffen zu kénnen, durchaus gegeben. Diese Erwartung hat sich 
zwar nicht eindeutig erfillt, doch zeigen analoge Befunde aus 
den letzten Jahren, daB die Oxaloxydase in dieser Beziehung 
nicht allein steht (vgl. 8.254). Im iibrigen dirften die im folgenden 
gegebenen Hemmungsdaten, da sie fast durchweg nur mehr an 
»sommermoos* gewonnen werden konnten, Maximalwerte dar- 
stellen; es gehen in sie mehr oder weniger groBe Betrage an 
unspezifischer Hemmung ein (vgl. z. B. NaN, mit NaCl). 


Zunichst wurde der Einflu8 der Blausiure untersucht. In voller 
Eindeutigkeit ergab sich fiir Enzymlésungen sowohl aus ,,SSommer“- wie aus 
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,»Wintermoosen“, daB8 die tiblichen HCN-Konzentrationen (m/400- bis m/800-), 
durch die typische Oxydasen fast vollstindig gehemmt werden, bei der Oxal- 
oxydase ohne jede Wirkung sind; erst m/100-HCN hemmte das ,, Winter- 
moos“-Enzym um etwa 30°/,. 

Schwefelwasserstoff konnte nur mehr bei dem empfindlicheren 
,sommermoos“ gepriift werden: m/800- hemmte um '/,—"/,, m/400- um '/,—*/, 
(je nach der Ablesungszeit). Die Hemmungswerte sind — bei der Besonderheit 
des Fermentmaterials — kaum als charakteristisch zu bezeichnen. 

Das gleiche gilt fiir das dritte nach Keilin spezifisch Oxydasen 
hemmende Agens: Natriumazid. Es hemmte das ,,SSommermoos“-Enzym 
— in der recht hohen Konzentration von m/200- — um rund die Hilfte, 
doch ergab ein Parallelversuch mit NaCl in der gleichen Konzentration 
einwandfrei eine noch stirkere Erniedrigung der Reaktionsgeschwindigkeit. 


Nachstehende Fig.9 zeigt noch einmal zusammenfassend den 
recht geringen Kinflu8 der schwermetallbindenden Gifte, die hier 
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Fig. 9. 


Grundansatz: 5 ccm Enzymlésung (F), 1 ccm m/40-Oxalsaure. 


Kurve 1 ohne weiteren Zusatz. Kurve 4 m/500-an NaCl. 
» 2 m/500-an HCN. » 5 m/500-an H,S. 
> 3 m/500-an NaN;. 


T = 37,5°; Gasraum: Luft. 








in gleicher Konzentration (m/500-) am selben ,,Sommermoos“- 
Enzym gepriift wurden. Wire die Oxaloxydase eine ,,echte“ Oxydase, 
dann hatte durch jeden dieser Zusiitze eine praktisch vollstindige 
Aufhebung der Reaktion erfolgen miissen. 

Auch die mit — normalerweise Dehydrasen hemmenden — 
stark oberflichenaktiven Narkotika beobachteten Reaktions- 
hemmungen waren wegen ihrer Kleinheit wenig charakteristisch: 
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Konzentrationen an Phenylharnstoff, Phenylurethan und 
Chloralhydrat, die bei typischen tierischen!) und pflanzlichen? 
Dehydrasen Hemmungen zwischen 60 und 85°/, hervorrufen, 


bewirkten bei der Oxaloxydase aus ,,Sommermoos“ nur Reaktions. 
verminderungen um 6—27°/, (Fig. 10). 
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Fig. 10. 
Grundansatz: 5 ccm Enzymlésung (Ff), 1 com m/40-Oxalsdure. 


Kurve 1 ohne weiteren Zusatz. Kurve 3 m/165-an Phenylurethan. 
» 2 m/30-an Phenylharnstoff. »» m/50-an Chlioralhydrat. 


T = 37,5°; Gasraum: Luft. 


SchlieBlich gibt die nachstehende Zusammenstellung noch 
eine Ubersicht iiber das Wirkungsvermégen einiger chemisch nicht 
weiter miteinander verwandter, recht aktiver Hemmungsstofie, 
nimlich Hydroxylamin, Chinon, Hydrochinon, Diphenyl- 
amin und Kaliumjodid. 


Es sind die Konzentrationen angegeben, die in einem Normalansatz 
— 5ccem Enzymlésung + 1 cem m/40-Oxalsiiure — eine 15°/,ige Hemmung 
bedingen (hier kam eine zentrifugierte und dialysierte Enzymlésung D aus 
»sommermoos“ zur Anwendung; bei Alkohol-Atherfillungen F scheinen die 
Hemmungseffekte erheblich kleiner zu sein): 


Hydroxylamin Chinon Hydrochinon ODiphenylamin Kaliumjodid 
0,008 m- 0,002 m- —-0,0008 m- 0,0005 m- 0,00008 m- 


Im Gegensatz zu Hydroxylamin erwies sich Hy drazin als wirkungslos. 
Bemerkenswert ist wieder, daB sich die starken Hemmungswirkungen fast 





1) Vgl. z. B. D. Svensson, Skand. Arch. Physiol. 44, 306 (1923).; 
K. C. Sen, Biochemic. J. 25, 849 (19381). ; 
*) Vgl. T. Thunberg, Skand. Arch. Physiol. 75, 49 (1987). 
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durchweg auf typische ,, Antioxygene“ (im Sinne M oureus) oder ,,Inhibitoren“ 
(im Sinne der neueren Kettentheorie) beziehen’). 


Zusammenfassung und Diskussion. 


Fassen wir die wichtigsten Befunde dieser Untersuchung 
noch einmal zusammen, so ergibt sich folgendes: 

1. Die zuerst von Houget, Mayer und Plantefol (1927) 
beobachtete Oxydation von Oxalsiure durch Moose ist nicht als 
Oberflachenkatalyse mit spezifischem Einschlag zu erkliren, sondern 
als die Wirkung eines Enzyms aufzufassen. Dieses Enzym 1laft 
sich durch geeignete Mafnahmen von der Mooszelle abtrennen 
und in waBrige Lésung iiberfiihren. Die ungewdhnliche Resistenz 
des zellgebundenen Ferments gegen physikalische und chemische 
Kinfliisse verschiedener Art verringert sich bei dieser Abtrennung 
in deutlicher Weise, ist jedoch — im Vergleich zu anderen Oxy- 
dationsfermenten — immer noch beachtlich groB. 

2. Bei der aeroben Funktion des Enzyms lift sich das nach 
der Gleichung 

H,C,0, + O, = H,O, + 2C0, 


gebildete Hydroperoxyd in theoretischer Ausbeute fassen. 
Die Wirkung des oxalsiureoxydierenden Ferments ist also im 
Sinne Wielands eine dehydrierende. Es ist jedoch bisher 
nicht gelungen, die Oxalsiiuredehydrierung unter Verwendung ver- 
schiedener Acceptoren sauerstofflos durchzufiihren. Das Moos- 
enzym ist demndch von der Oxalodehydrase Thunbergs (1928) 
aus Pflanzensamen verschieden, verwandt oder sogar identisch 
dagegen mit der von Zaleski(1928) eingehend studierten ,,Oxalase“ 
des Weizenmehls. Soweit orientierende Versuche — deren weitere 
Verfolgung im Gange ist — eine Aussage gestatten, gehért auch 
das Bakterienenzym Bassaliks (1913) sowie das Ferment aus 
den Blattern héherer Pflanzen (Staehelin 1919) hierher, wenn 
auch in einzelnen Punkten (z. B. p,-Abhingigkeit der Wirkung) 
Unterschiede gegeniiber dem Moosenzym bestehen. Das von uns 
bearbeitete Enzym ist nach seinen bis jetzt bekannten EKigen- 
schaften als besonders acceptorspezifische Dehydrase?”) auf- 





1) Vgl. die analoge Wirkung dieser Stoffe z. B. bei der Hypophosphit- 
autoxydation (D. Richter, Ber. chem. Ges. 64, 1240 (1931) oder der Fettsiure- 
autoxydation (W. Franke, Liebigs Ann. 498, 129 (1932). 

4) Vgl. z.B. A. Bertho, Erg. Enzymforsch. 2, 204 (1933); H. v. Euler, 
Die Katalasen und die Enzyme der Oxydation und Reduktion, S. 210f. (1934). 
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zufassen und zweckmiaBig als yAero- Oxalodehydrase“ zu be. 
zeichnen. 

3. DaB das Moosferment — trotz der, soviel wir heute 
wissen, ausschlieBlichen Reaktion mit O, — nicht zu den ,,echten“ 
Oxydasen (vom Typus der Monophenol-, Polyphenol- oder Indo. 
phenoloxydase) gehirt, beweist die fehlende bzw. geringe Empfindlich. 
keit gegen HCN, NaN, und H,S. 

4, Wie das Verhalten bei der Dialyse zeigt, bedarf die 
Aero-oxalodehydrase zu ihrer Wirkung keines Co-Ferments. 
Die Méglichkeit, unter geeigneten Umstinden (z. B. aus Alkohol- 
Atherfallungen) wasserklare, farblose Enzymlésungen herzustellen, 
spricht auch gegen die notwendige Beteiligung eines O, -Obertrigers 
von Farbstoffcharakter. Ihrem Funktionsmechanismus nach 
diirfte die Aero-oxalodehydrase dem Typus des Schardinger- 
Enzyms nahestehen. 

5. Die Verhiltnisse bei der enzymatischen Oxalsiure- 
dehydrierung gleichen weitgehend denen bei der oxydativen 
Gluconsiuregirung, iiber die kiirzlich an anderer Stelle berichtet 
worden ist’). Hier wie dort beobachtet man die auffallende Tat- 
sache, daB jeweils zwei offenbar voneinander verschiedene Fer- 
mente — das eine vom Normaltypus einer ,,Anaero-dehydrase“, 
das andere vom selteneren Typus einer ,,Pseudo-oxydase“ oder 
»Aero-dehydrase“ — die gleiche Reaktion katalysieren. Im be- 
sonderen stimmen Oxal,,oxydase“ und Glucose,,oxydase“ (in alter 
Terminologie) darin tiberein, daB sie a) direkt mit O, reagieren 
unter H,O,-Bildung, b) sehr wenig empfindlich sind gegen schwer- 
metallbindende Enzymgifte, c) zu ihrer Wirkung keines Co-Ferments 
(und wahrscheinlich auch keines O,-Ubertriagers) bedtrfen und 
d) auffallende Thermostabilitit und geringe Temperaturabhingigkeit 
der Wirkung zeigen. Nach ihren HKigenschaften gehéren sowoll 
Aero-glucosedehydrase wie Aero-oxalodehydrase zu einer gréBeren, 
bisher noch nicht unter gemeinsamem Gesichtspunkt bearbeiteten 
Enzymgruppe, der vermutlich auch Aminosiureoxydase, Tyramin- 
oxydase, Ascorbinsiureoxydase und (mit gewissem Vorbehalt) 
Uricase zuzurechnen sind (Literatur bei W. Franke und 
Lorenz’). 3 
Der einzige bemerkenswertere Unterschied zwischen oxalsdure- und 


glucosedehydrierendem Ferment liegt darin, daB dem letzteren aufer 0, 
auch Chinon und Indophenole (nicht jedoch zablreiche andere Farbstofie 





1) W. Franke u. Lorenz, Liebigs Ann. 532, 1 (1937). 
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und Oxydantien) als Acceptor dienen kénnen. Von prinzipieller Bedeutung 
ist diese Verschiedenheit wohl nicht; so wird z. B. auch fiir die Amino- 
siure-oxydase eine geringe Verwertbarkeit von Methylenblau angegeben, 


eute wihrend sie bei der sonst recht ihnlichen Tyraminase fehlt. Méglicher- 
ten‘ weise geht aber das Versagen der Acceptoren im Fall der Oxalodehydrase 
1do- iiberhaupt, wenigstens zum Teil, auf sekundiire Ursachen zuriick, wovon 
ich- weiter unten noch die Rede sein wird. 


6. SchlieBlich ist nochmals auf die spezifische Hemmbarkeit 
die der — sonst so schwer beeinfluBbaren — Oxalodehydrase durch 
its. J typisch kettenabbrechende Wirkstoffe hinzuweisen. Sie macht 


hol- wahrscheinlich, daB auch die enzymatisch aktivierte Oxalsiure — 
len, ahnlich wie dies fiir die chemisch und photochemisch aktivierte 
vers Je nachgewiesen ist -— zur Auslésung von Reaktionsketten 
ach AnlaB gibt. 

er- Oberhauser’) hat zuerst gezeigt, daB Zugabe kleiner Mengen eines 


Oxydationsmittels (KMnO,, H,O, + Fe’, K,S,0,) zu Oxalsiiure bewirkt, 
daB ein viel-(u. U. 100—500-)facher Betrag der primiir oxydierten Oxal- 
siuremolekiile mit einem geeigneten H-Acceptor (verwendet wurde meist 
_— HgCl,, wobei HgCl ausfallt, doch reagiert auch O, unter H,O,-Bildung) zu 


itet reagieren vermag. Weber?) fand nun, da diese in einen aktiven, reaktions- 
at fihigeren Zustand iiberfiihrte Oxalsiure durch Zusatz von Substanzen wie 
er- Hydrochinon, Chinon, Thionin (und anderen Farbstoffen) wieder 


weitgehend desaktiviert wird (zu 50°/, durch Konzentrationen von 


‘“ 
ty 10~-°—10~® Mol/Liter). Im Hinblick auf unsere negativ verlaufenen Acceptor- 
der versuche mit Chinon und verschiedenen Farbstoffen erscheint es immerhin 
be- méglich, daB eine etwa vorhandene schwache Acceptorwirkung durch den 


Iter gleichzeitig auftretenden Desaktivierungseffekt unterdriickt wird. 





i Der Bayerischen Akademie der Wissenschaften sowie der 
_ Miinchener Universititsgesellschaft sind wir fiir die Unterstiitzung 
nts dieser Arbeit zu Dank verpflichtet. Wir danken ferner ergebenst fiir das 
ind dem einen von uns (K. H.) gewihrte Liebig-Stipendium. 
celt 
ohl 1) F. Oberhauser u. Mitarb., Ber. chem. Ges. 61, 521 (1928); 
ie Liebigs Ann. 470, 111 (1929). 

*) K. Weber u. Mitarb., Z. physik. Chem. (B) 25, 363 (1934); (A) 172, 


ten HH 459 (1985); Ber. chem. Ges. 70, 407 (1987). 
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Uber einige Derivate des 3,4-Benzpyrens. 


Von 


A. Windaus und 8S. Rennhak. 


(Aus dem Allgemeinen Chemischen Universitatslaboratorium Gittingen.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 2. September 1937.) 


Die Tatsache, daB es gelingt, mit einer Anzahl wohlcharakte- 
risierter organischer Stoffe Krebs zu erzeugen, ist seit einer 
Reihe von Jahren bekannt. Am besten studiert sind die can- 
cerogenen aromatischenKohlenwasserstoffe, vor allem das 1,2,5,6-Di- 
benz-anthracen, das 3,4-Benzpyren und das Methyl-cholan- 
thren; die beiden letzten sowie das Cholanthren selbst sind 
die am stirksten krebserregenden aromatischen Kohlenwasser- 
stoffe 18 4+ 5 7 8, 20), 


K.H. Bauer, Breslau, hat nun gepriift, wie die cancerogenen 
Substanzen auf menschliche Krebsgewebe einwirken’). Wie er 
schreibt, hat er nach der Analogie ,,Réntgenlicht erzeugt, Réntgen- 
licht heilt Krebs“ den am stiirksten wirksamen cancerogenen Stoff, 
das 3,4-Benzpyren, untersucht. Aus seinen Versuchen zieht Bauer 
die folgenden Schliisse: Unter giinstigsten Applikationsbedingungen 
und bei giinstigster, d. h. kleinster Dosis reagieren die giinstigst 
gelagerten 4uBeren Krebsgeschwiilste auf die cancerogene Substanz 
analog wie auf die Réntgenstrahlen, d.h. ein Teil der Krebs- 
geschwiilste bleibt, wie ja auch ein Teil der Kérpergewebe, 
refraktir, ein anderer Teil der Krebsgeschwiilste vertrigt alfer offen- 
kundig die biologisch so ungemein aggressive Substanz nicht, und 
diese Krebsgeschwiilste bilden sich in Zeitriumen von friihestens 
3 Wochen bis zu vielen Monaten schrittweise zuriick und gehen 
klinisch in Heilung iiber. 

Sehr wichtig ist auch der Befund von Haddow und Robin- 
son }5 16). diese Forscher haben den Beweis erbracht, dai 
cancerogene Stoffe auf das Wachstum von Impftumoren einen 
stark hemmenden Einflu8 ausiiben kénnen. 

Vor kurzem haben Pybus und Miller !") mitgeteilt, dai 
1,2,5,6-Dibenz-anthracen bisweilen bei Spontantumoren eines 
Miausestammes eine Wachstumshemmung hervorruft. 
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K. H. Bauer ist der Ansicht, daB das 3,4-Benzpyren, schon 
wegen der Schwierigkeit der inneren Anwendung, noch nicht des 
Ratsels Lésung sein dirfte. Aber die Tatsache, daB das 3,4-Benz- 
pyren, das selbst in entsprechend starker Dosis Krebs erzeugt, 
in wesentlich geringerer Dosis Krebs heilt, bedeutet einen neuen 
Gedanken und zum mindesten eine neue Fragestellung. Fiir den 
experimentellen Krebsforscher erhebt sich die Aufgabe, die bereits 
bekannten cancerogenen Stoffe auf ihre krebsheilende Wirkung zu 
priifen, wahrend der Chemiker auf dem Gebiet der cancerogenen 
Stoffe neue Verbindungen und neue Kombinationen zu suchen hitte. 

Herr Prof. K.H. Bauer hat dem einen von uns (W.) diese Ge- 
dankenginge schon im Marz 1935 auseinandergesetzt und ihm von 
seinen therapeutischen Erfolgen berichtet. Er hat uns aufgefordert, 


1, 3,4-Benzpyren durch Zusatz von Hilfsstoffen wasserliéslich 
zu machen, . 
2. wasserlésliche Derivate des 3,4-Benzpyrens oder Methyl- 
cholanthrens darzustellen und auf cancerogene Wirkung zu priifen 


und 
3. nach neuen cancerogenen Substanzen zu suchen. 


Die erste Aufgabe, die cancerogenen Kohlenwasserstoffe in 
wiBrige Lésung zu bringen, scheint sich mit Hilfe von Sulfo- 
siuren der Sterinreihe in befriedigender Weise lésen zu lassen. 
Kine Veréffentlichung hieriiber befindet sich im Druck. Unter Ver- 
wendung von cholestenonsulfosaurem Natrium gelingt es ohne 
Schwierigkeiten, eine 1°/,ige waBrige 3,4-Benzpyrenlésung zu 
bereiten. Winterstein und Vetter?!) haben bei Gegenwart von 
desoxycholsaurem Natrium nur eine 0,2°/,ige wiBrige Lésung er- 
halten. 

In dieser Arbeit berichten wir iiber die zweite Aufgabe, 
nimlich iiber die Darstellung neuer Derivate des 3,4-Benzpyrens. 

Vom 3,4-Benzpyren sind schon einige Derivate dargestellt 
und auf cancerogene Wirkung gepriift worden; hierbei haben sich 
die Stoffe als unwirksam oder héchstens als schwach wirksam 
erwiesen, 
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Die Stoffe I 1%), II 3*), Tif ?!-18), IV %, VIL2%), VIII? sind 
nicht cancerogen, V ist schwach wirksam}®*), ebenso der Methyl- 
ather von III 1), Uber VI und IX scheint nichts bekannt zu sein. 

Wir haben nun ausgehend vom 3,4-Benzpyren selbst eine Sch 
Anzahl neuer Derivate dargestellt. Am wichtigsten erschienen fach 
uns dabei solche, die leicht in wifrige Lésung zu bringen sind. 


sn Oe ead Sar im cided ae rhe rae 
Nas TS cl 5s as OSES Bi aS cant ll CEA ie ceca. Halabi aS 








: Sp aN , ; V 
Uber die Stellung, in die die Substituenten in das 3,4-Benz- be, 
pyren eingetreten sind, kénnen wir keine Angaben machen. von 
Wir haben dargestellt: es 

wa 
1, Kin sehr schén krystallisiertes, gelbes Tribrom-benz- ? 
pyren vom Schmelzp. 298—298,5°, kohl 


' 2. ein reines Mononitro-benzpyren vom Schmelzp. 250,5° #& shy 
ia bis 251° [Cook®) berichtet itiber ein Mononitro-benzpyren vom 


4 Schmelzp. 233—236°, das er aber nicht in analytisch reiner Form Fast 
erhalten konnte}, stehe 
Reak 


3. ein Dinitro-benzpyren vom Schmelzp. 286,5°. 
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4, Aus dem Mononitro-benzpyren haben wir durch Reduktion 
mit Phenylhydrazin ein Monoamino-benzpyren vom Schmelz- 
punkt 235° bereitet. 

5. Mit konzentrierter Schwefelsiure und Essigsiureanhydrid 
erhilt man in guter Ausbeute eine Benzpyren-mono-sulfon- 
siure vom Schmelzp. 146—148°, die wir durch ihren Methyl- 
ester charakterisiert haben. 

Alle diese Stoffe haben keine cancerogenen Higenschaften, wie 
Prof. Domagk im Werk Elberfeld der I. G. Farbenindustrie A.-G. 
und Prof. Bauer in Breslau festgestellt haben. 

6. Weiter haben wir mittels Essigsiureanhydrid und Alu- 
miniumchlorid ein Acetyl-benzpyren vom Schmelzp.186—186,5° 
bereitet und haben dieses 

7. zu einer Benzpyren-monocarbonsdure oxydiert, die 
wir durch einen Methylester charakterisiert haben. 

Die Stoffe 6 und 7 haben wir bisher nur in kleiner Menge 
erhalten, so daB sie noch nicht auf cancerogene EHigenschaften 
geprift worden sind. 


Der I. G. Farbenindustrie A.-G. danken wir fiir die Uber- 
lassung von 3,4-Benzpyren. Herrn Prof. K. H. Bauer, Breslau, 
und Herrn Prof. Domagk, Elberfeld, sind wir fiir die physio- 
logische Priifung zu Dank verpflichtet. 


Beschreibung der Versuche. 


Das fiir die Darstellung von Derivaten verwendete 3,4-Benzpyren 
wurde zuerst nach der Vorschrift von Cook, Hewett und Hieger®), 
spiter nach den verbesserten Angaben von Winterstein, Vetter und 
Schén**) und Winterstein und Vetter”) bereitet. Es wurde durch mehr- 
fache chromatographische Adsorption an gegliihtes Aluminiumoxyd gereinigt. 


Eine 1°/,ige wiBrige Benzpyrenlésung erhilt man auf folgendem 
Wege: 11g Cholestenonsulfonsiure werden in etwa 100 ccm Wasser gelist 
und mit Natronlauge genau neutralisiert. Hierzu gibt man eine Lésung 
von 1 g Benzpyren in Aceton. Bei héchstens 40° wird das Aceton im Vakuum 
vorsichtig unter Durchleiten von Stickstoff abgedampft, die zuriickbleibende 
wiBrige Lésung filtriert und auf 100 ccm genau aufgefiillt. 


1. Tribrom-benzpyren. 514 mg Benzpyren werden in 20 ecm Schwefel- 
kohlenstoff gelést und bei einer Temperatur von 5° unter hiufigem Um- 
schwenken mit einer Lésung von 1 ccm Brom in 15 cem Schwefelkohlenstoff 
versetzt. Die Reaktion setzt sofort unter stiirmischer Bromwasserstoff- 
entwicklung ein. Es fallt ein dunkelrotes Reaktionsprodukt aus, dessen 
Farbe allmihlich in Hellrot tibergeht. Man li8t die Lésung 1 Stunde 
stehen, damit der entstandene Bromwasserstoff entweicht. Darauf wird das 
Reaktionsprodukt auf einem Glasfilter abfiltriert und mit kaltem Ather 
gewaschen. Die Ausbeute an rohem Tribrom-benzpyren betrigt 950 mg, 
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d. h. 95°/, der theoretisch méglichen Menge. Tribrom-benzpyren krystalli- 
siert aus wenig Monochlorbenzol in hellgelben, seidig glinzenden Nadeln, 
die leicht verfilzen. Nach mehrmaligem Umkrystallisieren sehmilzt 
bei 298—298,5°. Es ist in allen organischen Lésungsmitteln schwer lis. 
lich; man ben6étigt fiir 950 mg des obigen Rohproduktes etwa 1 Liter 
Benzol. Es seheidet sich aus allen Lisungsmitteln, mit Ausnahme des 
Chlorbenzols, leicht in flockiger Form aus, selbst dann noch, wenn es 
vorher aus Monochlorbenzol krystallin erhalten worden war. 


5,017 mg Subst. (bei 180° i. Hochv. getr.): 8,985 mg CO,, 0,900 mg H,0. — 
8,358 mg Subst.: 9,680 mg AgBr. 
C,,H,Br, Ber. € 49,10 H 1,86 Br 49,05 
Gef. ,, 48,84 » 2,01 » 49,29. 


I.ésungsversuche: Man lést das Tribrom-benzpyren in Monochlor. 
benzol durch Kochen am Riickflu8kiihler iiber freier Flamme. Eine Lisung 
von 10 mg Substanz in 4 cem des Lésungsmittels ist bei 87° noch vollkommen 
klar, aber unterhalb 35° seheiden sich wieder Krystalle aus. 


Ebenso geht Tribrom-benzpyren in Sojaél durch lingerés Erwarmen 
auf 150° langsam in Lésung. Auf diesem Wege gelingt es, eine bei 37° 
klare Lésung von 10 mg Substanz in 8 ccm Sojaél herzustellen. Bei tieferer 
Temperatur scheidet sich das Tribrom-benzpyren aus. 


2. Mononitro-benzpyren. 2 ¢ Benzpyren werden auf dem Wasserbad 
in 275 ccm reinem Eisessig gelést; die Lésung wird so vorsichtig auf 
Zimmertemperatur abgekiihlt, daB kein Benzpyren auskrystallisiert. Unter 
dauerndem Umschwenken wird sie mit ungefiihr 60 cem einer kalten 
Lésung von konzentrierter Salpetersiiure (Dichte 1,4) in Eisessig (30 ccm 
konzentrierte Salpetersiiure in 150 ccm Eisessig) versetzt; dabei firbt sich 
die Benzpyrenlésung dunkelrot bis schwarz, hellt sich aber allmihlich 
unter Abscheidung eines hellroten, in diinnen Nadeln krystallisierenden 
Niederschlages auf. Nach 1stiindigem Stehen bei vélliger Dunkelheit wird 
das Reaktionsprodukt abfiltriert, mit Wasser gewaschen und im Vakuun- 
exsiccator iiber Kaliumhydroxyd getrocknet. Es schmilzt unscharf bei 225°. 
Ausbeute an Rohprodukt 2,2 g oder 98°/, d. Th. 


Das Rohprodukt wird in méglichst wenig Benzol geliést und an eine 
Siule von gegliihtem Al,O, adsorbiert, die eine Linge von 20cm und 
einen Durchmesser von 5cm hat. Im obersten Teil der Adsorptionssiiule 
bilden sich mehrere dunkelrote und griinschwarze Ringe aus, die beim 
Eluieren sehr langsam nach unten wandern. Unterhalb dieser Zone von 
Nebenprodukten, die nicht niher untersucht worden sind, befindet sich ein 
sehr breites, orangefarbiges Band von Mononitro-benzpyren, das beim 
Eluieren mit Benzol sehr schnell ins Filtrat iibergeht. Hierbei werden 
folgende Fraktionen aufgefangen: 


Fraktion 1: Aus den ersten 750 ccm Benzol krystallisiert in der Kite 
schon das Mononitro-benzpyren aus, ohne daf das Liésungsmitte] abgedampft 
wird. Zur Vervollstindigung der Krystallisation wird die benzolische Lésung 
12 Stunden im Dunkeln bei 5° aufbewahrt. Es scheiden sich 859 mg reines 
Mononitro-benzpyren in gelb bis orange gefiirbten Nadeln ab: Ihr Schmelz- 
punkt liegt bei 250,5—251°. Er steigt auch nach mehrmaligem Umkrystalli- 
sieren aus Benzol-Petrolither nicht mehr. 
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4,770 mg Subst.: 14,105 mg CO,, 1,570 mg H,O. — 2,948 mg Subst.: 
0,128 cem N, (24°, 757 mm). 


C.,H,,NO, Ber. C 80,51 H8,72 N 4,70 
Gef. ,, 80,65 ,, 368 ,, 4,97. 

Durch Einengen des Filtrats von Fraktion 1 lassen sich weitere 848 mg 
rétliche Nadeln vom Schmelzp. 250° gewinnen. 

Fraktion 2: Die nichsten 600 cem Benzol miissen eingeengt werden, 
damit aus ihnen 566 mg bronzeglinzende Nadeln vom Schmelzp. 249° aus- 
krystallisieren. 

Die weiteren Fraktionen sind dunkelrot gefirbt, da allmahlich auch 
die dunklen Ringe aus dem obersten Teil des Adsorptionsrohres in das 
Filtrat tibergehen. Es gelingt nicht, hieraus eine krystallisierte Substanz 
zu isolieren. 

Die Gesamtausbeute an chromatographiertem und krystallisiertem 
Mononitro-benzpyren, das fiir die Reduktion zum Amin brauehbar ist, 
betriigt 1,77 g. 

Wihrend der Adsorption und Elution des Mononitro-benzpyrens ist 
die Aluminiumoxydsiule vor Sonnenlicht méglichst zu schiitzen, andernfalls 
firbt sie sich blaugriin, und die Krystallisationstendenz des eluierten 
Mononitro-benzpyrens sinkt. Man hiillt die Siule vollstindig in schwarzes 
Glanzpapier ein. Derselbe Schutz erweist sich auch bei den benzolischen 
Lésungen als notwendig und vdllig ausreichend. 


3. Dinitro-benzpyren. 300 mg Benzpyren werden auf dem Wasser- 
bad in der erforderlichen Menge Eisessig gelést und mit einer Mischung 
von 10 ccm reiner konzentrierter Salpetersiiure (Dichte 1,4) und 50 cem Eis- 
essig versetzt. Es fallt sofort ein rotes, amorphes Reaktionsprodukt aus. 
Die Lésung wird zusammen mit dem Niederschlag 4 Stunden auf dem 
Wasserbad erwirmt. Das Reaktionsprodukt wird auf éinem Glasfilter ab- 
filtriert und iiber Kaliumhydroxyd getrocknet. Aus Eisessig krystallisiert 
es in feinen, roten, seidig glinzenden Nadeln. Nach mehrmaligem Um- 
krystallisieren aus Eisessig liegt der Schmelzpunkt bei 286,5° (unter Zers.), 
nachdem die Substanz schon 8° unterhalb des Schmelzpunktes zu sintern 
anfingt. Ausbeute an reinstem Material: 25 mg. 


4,708, 3,247 mg Subst. (bei 140° i. Hochv. getr.): 0,008, 0,052 mg 
Gewichtsverlust. — 4,700 mg Subst.: 11,965 mg CO,, 1,250 mg H,O, 
0,028 mg Rest. — 3,195 mg Subst.: 0,228 cem N, (26°, 747 mm). 


CyH,,.N,0, Ber. C 70,16 H 2,95 N 8,19 

Gef. ,, 69,85 99, 299 95 1,99. 

4. Monoamino-benzpyren. 1 g Mononitro-benzpyren wird mit 5 ccm 
frisch destilliertem, farblosem Phenylhydrazin iibergossen und vorsichtig 
erwirmt. Dabei schiumt die Mischung sehr stark auf, und das Mononitro- 
benzpyren geht mit dunkelroter Farbe in Lésung. Nach kurzem Erwirmen 
ist die lebhafteste Reaktion beendet, und die Liésung siedet normal. 
Sie wird insgesamt 5 Stunden im Sieden erhalten. Im Eisschrank erstarrt 
sie zu. einem dicken, griinschwarzen Krystallbrei, der nach 12stiindigem 
Stehen bei 5° abfiltriert, zuerst mit wenig kaltem Benzol und schlieBlich 
mit hochsiedendem Petrolither gewaschen wird. Das schmutzig griine 
Monoamino-benzpyren wird in wenigen Kubikzentimetern heiSem Benzol 
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gelist, das Ungeléste abfiltriert und die Lésung mit hochsiedendem Petr). 
iither bis zur schwachen Triibung versetzt. Im Verlaufe mehrerer Stunde, 
bilden sich dann kurze, gelbe, gliinzende Nadeln, die zu Drusen zusammep. 
wachsen. Nach einmaliger Krystallisation betriigt die Ausbeute an Mono. 
amino-benzpyren 440 mg, d.h. 49°/, der theoretisch médglichen Menge. 


Monoamino-benzpyren ist leicht léslich in Benzol, Aceton, Chloroform 
und Eisessig, miBig léslich in Ather und Methanol, schwer loéslich in hoch. 
siedendem Petroliither. Die benzolische Liésung fluoresziert gelbgriiy, 
Nach mehrmaligem Umkrystallisieren aus Benzol-hochsiedendem Petroliithe: 
in der oben beschriebenen Weise beginnt das Monoamino-benzpyren hej 
231° unter Schwarzfiirbung zu schmelzen, wenn man das Schmelzpunkts. 
rohrehen in einen auf 210° vorgewiirmten Kupferblock hineinsteckt; pj 
235° ist die Substanz vollkommen zusammengeschmolzen und zersetzt sich 
bereits lebhaft. 


5,344, 3,180 mg Subst. bei 100° i. Hochv. getr. — 5,344 mg Subst. 
17,570 mg CO,, 2,360 mg H,O. — 3,180 mg Subst.: 0,151 eem N, (25°, 757 mm), 


C,,H,, NH, Ber. C 89,85 H 4,90 N 5,24 
Gef. ,, 89,67 5» 4,94 » 5. 


Herstellung einer wibrigen Lésung von Monoamino- 
benzpyren. 100 mg Cholestenonsulfonsiiure werden in 1 ccm Wasser gelist 
und mit einer Lésung von 10 mg Monoamino-benzpyren in Aceton versetzt, 
Mit einigen Tropfen wiiBriger Kalilauge wird die Cholestenonsulfonsiiure 
neutralisiert und das Aceton auf dem Wasserbad vorsichtig abgedampft. 
Die wiibrige Lésung des Monoamino-benzpyrens ist haltbar. 

Acetyl-amino-benzpyren. 50 mg reines Monoamino-benzpyren 
werden mit 10 eem Essigsiiureanhydrid 20 Minuten lang zum Sieden erhitzt. 
Das Reaktionsprodukt wird mit Wasser gefillt und abfiltriert. Man list 
das bei 215° schmelzende Rohprodukt in wenig Benzol und adsorbiert es 
an eine Siule von Al,O, von 20 em Liinge und einem Durchmesser von 
1 ecm. Das Acetylprodukt liuft mit gelber Farbe durch die A],O,-siiule. 
Nach dem Abdampfen des Benzols lést man es in einigen Kubikzentimetem 
heiBem Aceton, filtriert und versetzt mit Wasser bis zur beginnenden Triibung. 
Es bildet gelbgriine, diinne, gliinzende Blittchen. Es ist leicht léslich in 
Eisessig, Aceton, Benzol, Xylol und Chloroform, schwer léslich in Methanol 
und Athanol. Seine Liésungen fluoreszieren violett. Nach mehrfachem 
Umkrystallisieren aus Aceton—Wasser schmilzt es bei 217,5°. 


4,941, 5,254, 2,849, 5,185 mg Subst.: 14,815, 15,755, 8,64, 15,565 mg C0,, 
2,140, 2,290, 1,27, 2,170 mg H,O. — 2,612, 2,975 mg Subst. : 0,098, 0,116 ccm 3, 
(25°, 748 mm), (22°, 755 mm). 


C,,H,, NH-COCH, Ber. C 85,40 H 4,89 N 4,53 
C,,H,,N -(COCH;S), 9 «= s«g 82,02 » 4,88 3,99 


Gef. ,, 81,78 , 4,85 ,, 4,23 
» » O78 «ee =. oe 
”? » 82,71 », 4,99 
 » et «4 we, 


Monoamino-benzpyren-pikrat. Zu einer benzolischen Lésung 
von reinem Monoamino-benzpyren fiigt man eine kalt gesittigte Lisung 
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yon Pikrinsdure in Benzol. Nach mehreren Stunden krystallisiert das Pikrat 
‘, stahlblauen, etwas violetten, derben Nadeln mit metallischem Glanz. 
Nach mehrmaligem Umkrystallisieren aus Benzol schmilzt es bei 179,5°, 
wenn man das Schmelzpunktsréhrchen in einen auf 165° vorgewirmten 
Kupferblock hineinsteckt. Das Pikrat zersetzt sich bei 180° unter starkem 
Aufschiiumen. 


5,045 mg Subst.: 11,660 mg CO,, 1,470 mg H,O. — 2,352 mg Subst.: 
0.226 cem N, (24°, 750 mm). 
C,)H,,NH,-C,H,N,;0, Ber. C 62,88 H 3,25 N 11,29 
Gef. ,, 63,03 ,, 3,26 ,, 10,90. 


5. Benzpyren-monosulfonsaure. Eine Lisung von 150 mg reinem 
Renzpyren in 10 ccm Essigsiureanhydrid wird so vorsichtig auf Zimmer- 
temperatur abgekiihlt, daB kein Benzpyren auskrystallisiert. Sie wird bei 0° 
unter hiiufigem Umschwenken mit 0,45 cem einer gekiihlten Mischung von 
1cem konzentrierter Schwefelsiure und 10 ccm Essigsiureanhydrid versetzt. 


|Dabei firbt sich die anfiinglich gelbe Lésung dunkelrot, in diinner Schicht 


fuoresziert sie in durchfallendem Licht violett, wihrend sie in auffallendem 
Licht rot aussieht. Nach liingerem Stehen bei 0° scheiden sich zu Drusen 
msammengewachsene, gelbe Nadeln ab. Nach 12 Stunden werden sie ab- 
fltriert, sehr gut trocken gesaugt, mit kaltem LEssigsiureanhydrid und 
schlieBlich mit Ather gewaschen. Das Rohprodukt firbt sich sehr schnell 
dunkelgriin. Aus 8 Ansitzen zu 150 mg (= 1,2 g) Benzpyren werden 1,037 g 
Rohprodukt gewonnen. Die Benzpyren-monosulfonsiure wird iiber Schwefel- 
siure und Kaliumhydroxyd getrocknet. Beim Umkrystallisieren aus Eisessig 
gewinnt man 0,879 g reine Benzpyren-monosulfonsiiure in feinen, hellgelben 
oder derben, gelbgriinen, bronzegliinzenden Nadeln. Die Ausbeute an roher 
Sulfonsiiure betrigt 66°/,, die an reiner 55,7°/, d. Th. 

Benzpyren-monosulfonsiure ist in Methanol sehr leicht, in Wasser, 
Lisessig, Chloroform, Aceton und Benzol maBig leicht, in Ather und Petrol- 
ither sehr schwer léslich. Aus Wasser laBt sie sich unter groBen Verlusten 
in sehr feinen, seidigen, goldgelben Nadeln erhalten. Nach mehrmaligem 
Umkrystallisieren aus Eisessig schmilzt sie bei 146—148° (das Schmelzpunkts- 
rohr wird in einen auf 120° erwiirmten Kupferblock hineingesteckt), nach- 
dem sie bei 188° schon zu sintern beginnt und sich bei 146° schwarz firbt. 
Oberhalb 150° zersetzt sie sich lebhaft. 


5,370, 11,699 mg Subst. (bei 80° i. Hochv. getr.): 0,635, 1,271 mg 
‘ew.-Verl. — 4,735 mg Subst.: 12,500 mg CO,, 1,610 mg H,0, 0,006 mg Rest. — 
10,428 mg Subst.: 7,125 mg BaSQ,. 


C,)H,,SO,H Ber. C 72,27 H 3,65 S 9,64 
Gef. ,, 72,09 9 3,81 9» 9,08. 

Das Kalium- und Natriumsalz der Benzpyren-monosulfonsiure lassen 
sich aus heiBem Wasser umkrystallisieren. 

Herstellung einer wiSrigen Benzpyren-monosulfonsiure- 
lisung fiir physiologische Untersuchungen. Man list einen Ge- 
wichtsteil Benzpyren-monosulfonsiure und 2 Gewichtsteile Cholestenon- 
‘ulfonsiiure unter Erwirmen in Wasser; beim Erkalten krystallisiert keine 
Benzpyren-monosulfonsiure aus. Wenn man das Verhiiltnis 1:2 fiir die 
beiden Siiuren wahrt, lassen sich Lésungen in jeder Konzentration herstellen. 
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Fiir intravenése und subcutane Injektionen bendtigt man neutrals 
Lésungen. Neutralisiert man die obige Lésung, so krystallisiert dg; 
benzpyren-monosulfonsaure Salz aus. Eine bestindige neutrale Lisune 
stellt man her, indem man einen Gewichtsteil Benzpyren-monosulfonsiiure 
und 5 Gewichtsteile Cholestenonsulfonsiure in Wasser lost und die Lisung 
mit Kali- oder Natronlauge neutralisiert. ' 

Benzpyren-monosulfonsiure-methylester. Reine Benzpyren. 
monosulfonsiiure von gelbgriiner Farbe wird in trocknem Ather "aut. 
geschlimmt und die Mischung mit einer iitherischen Diazomethanlisung 
versetzt. Unter lebhafter Stickstoffentwicklung geht die Sulfonsiiure jy 
Lésung, es scheidet sich aber sehr bald der Ester in hellgelben Nadeln ab, 
Nach 24stiindigem Stehen bei 0° wird der Ather abgedampft und der 
Riickstand in Benzol aufgenommen. Die gelbgriine Benzollésung wird ap 
eine Aluminiumoxydsiule von 20cm Linge und einem Durchmesser yon 
1 em adsorbiert. Der Sulfonsiureester liBt sich mit Benzol sehr leicht 
eluieren, er geht mit gelber Farbe in das Filtrat, wihrend im oberen Teil 
der Aluminiumoxydsiiule ein griinschwarzer Ring zuriickbleibt. Der Sulfon- 
siureester krystallisiert aus Aceton—Wasser in hellgelben, weichen, verfilzten 
Nadeln oder in derben, hellgriinen Blittchen. Die Lésungen des Esters 
fluorescieren blau. Nach zweimaligem Umkrystallisieren liegt sein Schmelz. 
punkt bei 206° 

5,030 mg Subst.: 13,420 mg CO,, 1,870 mg H,O. — 9,398 mg Subst.: 
6,225 mg BaSQ,. 

C,,H,,0,8. Ber. C 72,81 H 4,08 S 9,25 
Gef. ,, 72,76 4,16 y 9,10. 


6. Acetyl-benzpyren. Eine Lisung von 1,26 g reinem Benzpyren 
in 10 cem frisch destilliertem, trocknem Nitrobenzol wird auf 0° abgekiihlt. 
Man figt 1,33 g fein gepulvertes, wasserfreies Aluminiumchlorid hinzu; 
dabei nimmt die anfiinglich gelbrote Nitrobenzollésung eine violette Farbe 
an. Unter stetem Riihren und guter AuBenkiihlung durch Eis wird nach 
15 Minuten 1 cem einer Mischung von 4,9 cem Nitrobenzol und 5,1 cem 
Essigsiureanhydrid hinzugefiigt. Nach 24 stiindigem Riihren ist die Reaktion 
beendet. Der ziihfliissige Brei wird mit Benzol und Methanol herausgespiilt 
und mit Eis und konzentrierter Salzsiiure zersetzt. Das Nitrobenzol wird 
mit Wasserdampf abdestilliert und der Riickstand sorgfiltig getrocknet. Er 
wird mit etwa 500 cem Benzol extrahiert; die Benzollésung wird auf 100 ccm 
eingeengt und an eine Aluminiumoxydsiule von 20cm Linge und 3 cm 
Durchmesser adsorbiert. Im oberen Teil der Siule entstehen mehrere 
dunkelbraune Ringe, darunter befindet sich eine graubraun gefirbte, breite 
Zone, die sich bis zur Mitte des Rohres erstreckt. Durch Eluieren |lasset 
sich folgende Fraktionen abtrennen: 

1. Fraktion; Mit hochsiedendem Petrolither wandert die graubraw 
gefiirbte Zone sehr schnell nach unten und geht mit weinroter Farbe unt 
violetter Fluorescenz ins Filtrat. Es wird solange mit hochsiedendem 
Petrolither eluiert (600 cem), wie das Filtrat noch gefarbt ist. Beim Ein 
engen krystallisieren etwa 100 mg gelbe Nadeln aus. Die Substanz schmilzt 
ungefiihr bei 160°; nach mehrfachem Umkrystallisieren aus Benzol steist 
der Schmelzpunkt auf 200—210°, wird aber nicht konstant, so daB auf eine 
weitere Reinigung verzichtet werden muBte. 
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9, Fraktion: Nach dem Eluieren mit hochsiedendem Petrolither ent- 
hilt das Aluminiumoxydrohr im oberen Teil einige dunkle Ringe; darunter 
pefindet sich eine breite, braunrote Zone, wiihrend der untere Teil des 
Rohres gelbbraun aussieht. Beim Eluieren mit Benzol—Petrolither (1 : 5) 
geht nur sehr wenig Substanz in das Filtrat iiber; es lassen sich einige 
praune Flocken isolieren, die nicht krystallisieren. 

3, Fraktion: Durch das Eluieren mit Benzol—Petrolither (1 : 5) hat sich 
das Aussehen des Adsorptionsrohres kaum geindert. Mit Benzol—Petrolither 
(1: 2) wandert der untere gelbbraune, sehr breite Ring sehr schnell und geht 
mit orangeroter Farbe ins Filtrat. Es wird solange eluiert, bis die dariiber 
befindliche braunrote Zone, die viel langsamer wandert, das untere Ende 
des Adsorptionsrohres erreicht hat. Beim Einengen der Benzol—Petrol- 
ither-(1 : 2)-lésung krystallisieren 275 mg orangerote, derbe Nadeln vom 
Schmelzp. 185° aus, deren Schmelzpunkt nach mehrmaligem Umkrystallisieren 
aus Benzol bei 186—186,5° konstant wird. 

4,550 mg Subst. (bei 60° i. Hochv. getr.): 14,955 mg CO,, 1,950 mg H,0, 
0,009 mg Rest. 

C,.H,,O0 Ber. C 89,76 H 4,80 
Gef. ,, 89,82 » 4,80. 


Aus den Mutterlaugen des Acetyl-benzpyrens vom Schmelzp. 186,5° 
lassen sich noch 154 mg isolieren, die bei 155° schmelzen, deren Schmelz- 
punkt nach mehrmaligen verlustreichen Krystallisationen auf 174° (un- 
scharf) steigt. 

4, Fraktion: Bei weiterem Eluieren mit Benzol—Petrolither (1: 2) geht 
auch der braunrote Ring ins Filtrat. Aus der eingeengten Lésung scheiden 
sich nur dunkelbraune Flocken aus, die nicht krystallisiert erhalten werden 
konnten. Das Aluminiumoxydrohr sieht jetzt gleichméS8ig braun aus und 
enthilt einige sechwarze Ringe. 

7. Benzpyren-monocarbonsaure. 500 mg reines Acetyl-benzpyren 
werden in 100 ccm destilliertem Dioxan gelést und mit 25 cem 10 °/,iger 
wiBriger Natronlauge versetzt. Bei einer Temperatur von 50—60° fiigt 
man tropfenweise eine konzentrierte Jod-Jodkalium-lésung hinzu; das Jod 


_ wird anfinglich sofort verbraucht. Wenn die Jodfarbe lingere Zeit be- 
_ stehen bleibt, gibt man eine gréBere Menge Jod-Jodkalium-lésung auf 


einmal hinzu und erwirmt mehrere Stunden unter hiéufigem Umschwenken, 
ohne daB die Wasserbadtemperatur von 60° iiberschritten wird. Die wiBrige 
Dioxanlésung wird darauf im Wasserstrahlvakuum eingedampft; den Riick- 
stand zieht man mehrmals mit heiSer wiSriger Natronlauge aus, filtriert 
von den braunschwarzen Flocken ab und versetzt das Filtrat mit kon- 
zentrierter Salzsiiure, worauf sich die Benzpyren-monocarbonsiure in 
flockiger Form abscheidet, Es gelang nur ein einziges Mal, sie aus Xylol 
in sehr feinen, schwach gefirbten Nadeln krystallisiert zu erhalten. [hr 
Natriumsalz ist in kaltem Wasser schwer ldslich; die Lisung fluoresciert 
violett. 

Benzpyren-monocarbonsiure-methylester. Die rohe Benz- 
pyren-monocarbonsiure wird in trocknem Ather aufgeschlimmt und die 
Mischung mit einer atherischen Diazomethanlésung versetzt. Nach 24stiin- 
digem Stehen bei 0° wird das Lésungsmittel abgedampft und der Riick- 
stand in Benzol aufgenommen. Die schmutzig braune Benzollésung wird 
19* 
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an eine Aluminiumoxydsiiule von 20 cm Linge und 1 em Durchmesser adgp;. 
biert. Der Ester la8t sich mit Benzol leicht eluieren; er geht mit gelber Farj. 
ins Filtrat. Im obersten Teil des Rohres bleibt ein schwarzer Ring zuriick; da; 
Aluminiumoxyd sieht gleichmaBig grau aus. Der Benzpyren-monocarbonsiiure. 
ester kommt aus Aceton—Wasser in derben, gelben Nadeln, die zu Drusey 
zusammengewachsen sind. Seine Lésungen fluorescieren heilblau. Nag} 
zweimaligem Umkrystallisieren schmilzt er bei 151—151,5°. Aus Mange 
an Substanz konnte eine weitere Reinigung nicht durchgefiihrt werden. 


——s 
. 


or 99 BO 


4,102 mg Subst. (bei 80° i. Hochv. getr.): 12,720 mg CO,, 1,690 mg H,0, 
C,,H,,O, Ber. C 85,13 H 4,55 
Gef. ,, 84,57 »» 4,61. 
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| Sestellt zwei isomere Dinitro-methyl-cholanthrene; sie sind nicht 


Uber neue Derivate des Methyl-cholanthrens 
und iiber einige vom Cholesterin abgeleitete 
heterocyclische Verbindungen. 

Von 


W. Rossner. 


(Aus dem Allgemeinen Chemischen Universititslaboratorium Géttingen.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 7. September 1937.) 


Die Arbeit ist von denselben Gesichtspunkten aus unter- 


| nommen worden wie die Arbeit iiber Derivate des Benzpyrens. 


Cholanthren [I1)] und Methyl-cholanthren [I1?)] sind bekannt- 


| lich auBerordentlich wirksame cancerogene Stoffe. Dimethyl- 
' cholanthren [III%)] ist sehr viel schwicher wirksam. Uber die 
' cancerogenen Kigenschaften des Oxy-methyl-cholanthrens [IV ‘)] 
| ist noch nichts verdffentlicht worden; das Hexa-hydro-methyl- 
| cholanthren von Wieland und Dane‘) scheint nicht gepriift 


F zu sein, 


a~N A ~_—CH 
Lo = 
i in i 
a <q =: 
Pye YY sical ' i ~~ : 
eee 
wor al ANI 
I Cholanthren. II Methyl-cholanthren. 
. 6H, - \—CH, 
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| | | 
\{f Dimethyl-cholanthren. IV Oxy-methyl-cholanthren. 


Von Derivaten des Methyl-cholanthrens habe ich neu dar- 
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auf cancerogene Fahigkeit untersucht worden; ferner habe jc} 
eine Methyl-cholanthren-sulfosiure bereitet, die ohne cancerogey: 
Wirkung ist. Auf einem eigenartigen Umwege, iiber den ic, 
nachher berichte, habe ich einen Stoff erhalten, den ich fiir gy 
Amino-methyl-cholanthren halte; er ist ebenfalls ohne cancerogey 
Wirkung. 

Es ist vor allem von englischen Chemikern festgestellt worden, 
daB auch einige Acridin- und Carbazolderivate cancerogen wirk. 
sam sind. 

Wirksam sind 3,4,5,6-Dibenzacridin (V), 1,2,5,6-Diben. 
carbazol (VI), 3,4,5,6-Dibenzcarbazol (VII), sehr schwach wirk. 
sam sind 1,2,5,6-Dibenzacridin (VIII) und 1,2,7,8-Dibenzcarb. 
azol (IX). 1,2,5,6-Dibenzphenazin (X) ist unwirksam®), 


oN o~ Pa 
| S we 

be ile the athe of dn 
1 | | } 
Vy wr Nyy 


V 3,4,5,6-Dibenzacridin. VI 1,2,5,6-Dibenzearbazol. 


a von Ps, 
AL AY PPP er 
a ad AN 

VIL 3,4,5,6-Dibenzearbazol. hs, tl 
VII 1,2,5,6-Dibenzacridin. 
oN “~N 
i tn LVN 
Aer a od 
od a” 
IX 1,2,7,8-Dibenzearbazol. X  1,2,5,6-Dibenzphenazin. 


Ich habe mich nun bemiiht, aus Cholesterin heterocyclisclt 
Verbindungen zu bereiten. 

Ausgegangen bin ich nach dem Beispiel von Dor ée! 
von Stoffen, in denen mittels Phenylhydrazin ein Indolring # 
das Kohlenstoffskelett des Cholesterins angebaut war, und hale 
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e idk io diese Verbindungen zu komplizierten Carbazolderivaten 
gene Me zu dehydrieren. 


1 ich F Die Versuche sind allerdings anders verlaufen, als ich es 
r ely P erwartet hatte. 
gene Mein Ausgangsmaterial war zunichst das schon von Dorée’‘) 
E bereitete Reaktionsprodukt zwischen Cholestan-3-on und Phenyl- 
rden, j > hydrazin C,,H,,N. Thm muf die Formel XI oder XII zukommen. 
P Ci etles 
Ss ‘y a 
benz. q CH CH—C,H 13 CH, | i 
a be 3) ‘ 
wik. . Fi ll 
on FE CH,| _— i ae ait 
eS AN. Oe ee | . 
\ ll ne al a aly | 
NH XI XII 


: Ich habe diesen Stoff durch eine krystallisierte Sulfosiure 
' charakterisiert. 

5 Bei der Selendehydrierung der Verbindung C,,H,,N erhielt 
| ich einen farblosen Stoff vom Schmelzp. 203°. Nach der Analyse 
| besitzt er die Formel C,,H,,N, ist also iiberraschend reich an 
| Wasserstoff. Bei etwas héherer Temperatur und laingerer Kin- 
 wirkung von Selen erhielt ich ein wasserstoffiirmeres Produkt von 
P der Formel C,,H,,N, bei noch lingerer Dehydrierung entstand 
/ zu meiner tiberraschung Methyl-cholanthren (if. Die Bildung 
| des Methyl-cholanthrens beweist, daB bei der Reaktion ein Ring- 
' schlu8 in der Seitenkette unter Abspaltung von 4 C-Atomen 
| stattgefunden hat. Den unter etwas milderen Bedingungen ent- 
| stehenden Stoff C,,H,,N kann man formal dadurch vom Methyl- 
- cholanthren shleiten, " daB man ein Wasserstoffatom durch die 
Aminogruppe ersetzt. Ich glaube, daB diese formale Ableitung 
das Richtige trifft und daB die Verbindung XIV ein Amino-methyl- 
cholanthren darstellt. Es ist auBer dem Ringschlu8 in der Seiten- 
kette dann noch eine Abspaltung des Benzolringes erfolgt. 
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In dem zuerst aus dem Stoff XI bzw. XII gebildeten Real. 
tionsprodukt C,,H,,N kann, wie der hohe Wasserstofigehalt beweis, 
das Ringskelett des Cholesterins noch nicht aromatisiert sein: ay a on 
der Zahl der Kohlenstoffatome ergibt sich ferner, daB der Benzo). (pur 
ring noch vorhanden sein mu. Wahrscheinlich ist nur der Rin. 
schluB in der Seitenkette unter Abspaltung der Iso-butyl-Grapy, fe?! 
erfolgt und der Verbindung C,,H,,N kommt die Formel XIII 2, ‘ al 

oO di J ry’ 
CH, Aus 
XIII CH,, Das 


il. ee ills ” te ie fyon 


| | pgran 
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NH pechr 

AuBer dem Reaktionsprodukt zwischen Cholestan-3-on wii J 

Phenylhydrazin habe ich auch dasjenige aus Cholestenon wi 

Phenylhydrazin untersucht. Diesem noch unbekannten Stoff mich: 

ich die Formel XV zuschreiben; seine analytische Zusammen- Bas, 
setzung ist C,,H,,N. Bei milder Dehydrierung mit Selen liefer 7 

er eine neue Verbindung von der Zusammensetzung C,,H,.\, 


die vermutlich die Formel XVI besitzt. 
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Bei etwas héherer Temperatur erhielt ich einen Stoft C,,H,,\: 
er ist bestimmt einheitlich. Vielleicht kommt ihm die Formel XVII zu 


XVII | 
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ee er 
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Bei sehr energischer Dehydrierung entstand wiederum Methy: 
cholanthren. 
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Reak. ie Experimenteller Teil. 
PWelst, Das Methyl-cholanthren wurde aus Cholsiiure nach dem Verfahren 
Q; aus HE von Wieland und Dane bereitet; es stand mir im Verlaufe dieser Arbeit 


enzo). Me pur in geringer Menge zur Verfiigung. 


Rin. ( ~—s:zDinitro-methyl-cholanthren. Eine Lésung von 0,100 g Methyl- 
Yu * B cholanthren in wenig Benzol-Kahlbaum wurde tropfenweise unter Eis- 
ppe ‘kiihlung mit 2 ccm Nitriersiiure (Eisessig: HNO, (spez. Gew. = 1,41] = 10:1) 


IT ‘versetzt und 3 Stunden im Eisschrank stehen gelassen. Die abgeschiedenen 
Krystalle wurden abfiltriert und aus Eisessig oder Aceton umkrystallisiert. 
FAusbeute 0,055 g (41°/) d. Th.). 

F Chromatographische Reinigung der Dinitroverbindungen. 
Das Dinitro-methyl-cholanthren wurde in Benzol gelést und an ‘eine Siiule 
Fyon aktivem Aluminiumoxyd adsorbiert. Beim Entwickeln des Chromato- 
‘gramms mit Benzol—Petrolither (Verhiiltnis 1:1) bildete sich im oberen Teil 
‘des Chromatogramms eine dunkelrote Zone, aus der ein Dinitroderivat vom 
Schmelzp. 257° isoliert werden konnte. Darunter befand sich eine orange 
F gefiirbte Zone, aus der ein Dinitroderivat vom Schmelzp. 224° isoliert 


1 und "werden konnte. 

a ud Analyse des Dinitroderivates vom Schmelzp. 224°. 

véchte | 4,647 mg Subst.: 11,990 mg CO,, 1,63 mg H,O. — 3,345 mg Subst.: 
Ime H0,214 cem Ny (25,5°, 755 mm). 

liefer q C,H, ,O.Ne Ber. C 70,39 H 3,91 N 7,79 


Gef. ,, 70,41 » 3,93 » 7,81. 
Analyse des Dinitroderivates vom Schmelzp. 257°. 
2 2,920 mg Subst.: 7,62 mg CO,, 1,14 mg H,O. — 3,02 mg Subst.: 
0,201 cem N, (23°, 737 mm). 
; C.,H,,0,N, Ber. C 70,39 H 3,91 N 17,79 

Gef. ,, 70,00 ,, 4,30 ,, 7,44. 
3 Methyl-cholanthren-sulfosaure. 0,050 g Methyl-cholanthren wurden 
emit wenig Essigsiureanhydrid aufgeschlemmt und langsam unter Eis- 
pkithlung mit 1 cem einer Lésung von KEssigsiiureanhydrid und konzen- 
-trierter Schwefelsiure im Verhiiltnis 10:1 versetzt. Die Sulfosiure kry- 
‘stallisierte sofort aus. Rohe Ausbeute 58 mg. Die Sulfosdure wurde aus 
-Aceton umkrystallisiert. Sie bildet gelbe Nadeln vom Schmelzp. 240°. 


Methyl-cholanthren-sulfosaure-methylester. Eine itherische Lé- 
‘sung der Sulfosiiure wurde mit einer dtherischen Lisung von Diazomethan 
‘solange versetzt, bis die Gelbfarbung lingere Zeit anhielt. Der Ather 
| Wurde abdestilliert und das Reaktionsprodukt in Aceton aufgenommen. 
Der Ester krystallisierte in feinen hellgelben Nadeln yom Schmelzp. 274°. 
: 2,855 mg Subst.: 7,66 mg CO,, 1,36 mg H,O. — 4,08 mg Subst.: 
-2,77mg BaSQ,. 
C..H,,0,8 Ber. C 72,93 H 4,97 5S 8,84 

Gef. ,, 78,17 » 5,83 ,, 9,32. 
|  Sulfosiure der Verbindung XI bzw. XII. Der Stoff XI baw. XII 
pWurde nach der Vorschrift von Dorée’) dargestellt. — 2,0 g¢ der Ver- 
pbindung wurden mit 8 cem Essigsiureanhydrid aufgeschlemmt und tropfen- 
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weise unter Eiskiihlung mit 12 ccm einer Lésung von Essigsiureanhydrig 
und konzentrierter Schwefelsiure im Verhiltnis 5:1 versetzt, dabei ging 
das gesamte Ausgangsmaterial in Lésung. Nach 1 Stunde wurden weiter 
6 cem der Lésung langsam hinzugesetzt. Nach dem Stehen iiber Nach; 
im Eisschrank wurde die abgeschiedene Sulfosiure abfiltriert und dure} 
Extraktion mit Ather gereinigt. Ausbeute 1 g. Die Saure krystallisiert ays 
Aceton oder absolutem Ather und schmilzt bei 235° Sie ist wasgsgor. 
léslich und ihre Lésungen fiuorescieren stark. Das Natriumsalz ist leicht, 
das Kaliumsalz bedeutend schwerer wasserldslich. 

Methylester dieser Sulfosdure. Eine iitherische Lisung der Sulfo. 
siure wurde mit einer itherischen Lisung von Diazomethan bis zur ap. 
haltenden Gelbfirbung versetzt. Der Ather wurde nach kurzer {eit 
abdestilliert und der Methylester in Aceton aufgenommen und mehrmals 
daraus umkrystallisiert. Er schmilzt bei 190° und krystallisiert aus Aceton 
oder Essigester in feinen weiBen Nadeln. 

4,899 mg Subst.: 12,84 mg CO,, 3,97 mg H,O. — 11,198 mg Subst. 
4,105 mg BaSQ,. 

C,,Hs,0,NS Ber. C 73,77 H922 S$ 5,79 
Gef. ,, 73,30 ,, 9,00  ,, 5,03. 

Selendehydrierung der Verbindung C,,H,,N (XI bzw. XII) bei 320°. 

5 g Substanz wurden mit 5 g Selen 40 Stunden auf 320° erhitzt. Das 


Material wurde zuerst 10 Minuten auf 160° erwirmt, und die Temperatur} 


dann schnell auf 320° gesteigert. Die Aufarbeitung des Reaktionsproduktes 
geschah folgendermaBen: das Material wurde erschépfend mit Ather extra- 
hiert. Nach Verdampfen des Athers wurde das noch anhaftende Selen 
durch Sublimation im Wasserstrahlvakuum bei 160—170° entfernt; danach 
wurde die Temperatur gesteigert; bei 180—190° sublimierte eine weile 
Substanz iiber, die auf folgende Weise gereinigt wurde: 20 mg wurden in 
Benzol—Petrolither (Verhiltnis 1:1) gelést und die Lésung an eine 1,5 cm 
dicke und 15 em lange Séule von aktivem Aluminiumoxyd adsorbiert. 
Es wurden etwa 6 Fraktionen getrennt. Die mittleren Fraktionen, die 
am stiirksten fluorescierten, wurden aufgearbeitet, d.h. das Lésungsmittel 
wurde abgedampft und das zuriickbleibende farblose, aber stark fluores- 
cierende Ol in reinem Alkohol aufgenommen. Die Substanz krystallisierte 
in weiBen Rosetten vom Schmelzp. 203°. Ausbeute betrug 4,2 mg; im 
ganzen wurden 200 mg gewonnen. 


2,837 mg Subst.: 8,96 mg CO,, 2,55 mg H,O. — 8,675 mg Subst: 
0,129 cem N, (23,5°, 744 mm). 
C,H, ,N Ber. C 86,53 H 9,73 N 3,50 


Gef. ,, 86,00 ,, 10,06 » 3,90. 
Selendehydrierung der Verbindung C,,H,,N (XI bzw. XII) bei 340°. 


25 g Substanz wurden mit 30 g Selen kurze Zeit auf 160°, anschliebend 
16 Stunden auf 320° und zuletzt 30 Stunden auf 340° erhitzt. Das Reaktions- 
produkt wurde erschépfend mit Ather extrahiert und nach Entfernung des 
Lésungsmittels und Selens im Hochvakuum sublimiert. Bei 180—200° 
sublimierte eine gelbe Substanz iiber, die aber nicht krystallisierte. Ds 
sich die Lésungen der Substanz an der Luft schnell dunkel fiirbten, wurée 
die Aufarbeitung unter Koblensiiure vorgenommen. 
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Das Sublimat wurde durch Adsorption an Aluminiumoxyd gereinigt. 
ys wurden 10 Fraktionen getrennt. Die mittleren, die tief gelb gefiirbt 
aren und am stirksten fluoreszierten, wurden im Hochvakuum nochmals 
ublimiert. Das Sublimat krystallisierte jetzt aus Benzol in hellgelben 
\adeln. Der Schmelzpunkt blieb nach mehrmaliger Umkrystallisation aus 
Renzol konstant bei 225° unter Braunfiirbung. Die Ausbeute betrug 800 mg. 


2,194 mg Subst.: 9,13 mg CO,, 1,53 mg H,O. — 4,15 mg Subst.: 
j182 eem N, (24°, 751 mm). 
C,,H,,N Ber. C 89,05 H6,01 N 4,95 


Gef. ,, 89,12 ,, 6,12 ,, 4,97. 


Selendehydrierung der Verbindung C,,H,,N (XI bzw. XII) bei 360°. 
9g Substanz wurden mit 30 g Selen 12 Stunden auf 320°, 53 Stunden auf 
340° und 9 Stunden auf 360° erhitzt. Das Reaktionsprodukt wurde in der 
sleichen Weise wie bisher aufgearbeitet; extrahiert, im Hochvakuum subli- 
niert und an Aluminiumoxyd adsorbiert. Im obersten Teil der Aluminium- 
oxyd-Siule bildete sich ein dunkelbrauner Ring, darunter ein stark gelb 
gefiirbter. Die Siule wurde zerlegt und die gelb gefiirbte Substanz mit 
Benzol herausgelést. Die Lésung wurde eingeengt und die abgeschiedenen 
Krystalle als Methylcholanthren identifiziert. 

Die Ausbeute betrug 270 mg; die Analyse stimmte auf C,,H,,; der 
Mischschmelzpunkt gab mit Methylcholanthren keine Depression. 


Verbindung C,,H,,N (XV). 10 g Cholestenon wurden in 250 ccm 
Lisessig gelést und mit einer Lésung von 100 cem Eisessig und 20 g Phenyl- 
hydrazin versetzt. Es erfolgte sofortige Rotfirbung und Abscheidung des 
(holestenon-phenylhydrazons. Darauf wurde die Lésung so lange zum 
Sieden erhitzt, bis das gesamte Phenylhydrazon in Lésung gegangen war. 
Nach dem Erkalten krystallisierte der Stoff C,,H,,N in braunen Nadeln aus. 
Er wurde in Benzol gelést, und die Lésung durch eine Siule von aktivem 
Aluminiumoxyd geschickt. Im oberen Teil der Siule bildeten sich mehrere 
braune Zonen, wihrend der Stoff C,,H,,N farblos durch die Siiule hindurchlief. 
Nach Entfernung des Lésungsmittels wurde das Produkt in absolutem Alkohol 
aufgenommen und mehrmals daraus umkrystallisiert; es bildet weiBe Nadeln 
ron Schmelzp. 195°. 

2,74 mg Subst.: 8,65 mg CO,, 2,54 mg H,O. — 4,123 mg Subst.: 
1.126 cem Ny, (19,59, 744 mm). 

C,sH,,N Ber. C 86,65 H 1029 #N 3,10 
Gef. ,, 86,20 ,, 10,37 ,, 3,49. 


Selendehydrierung der Verbindung C,,H,,N (XV) bei 320°. 
Unter den gleichen Bedingungen wie bei der Verbindung C,,H,,N (XI bzw. XI) 
wurden 20 g von Stoff XV mit 25 g Selen auf 320° erhitzt. Das Reaktions- 
produkt wurde mit Ather extrahiert, durch Sublimation im Hochvakuum 
ud durch Adsorption an Aluminiumoxyd gereinigt. Bei 220° sublimierte 
im Hochvakuum eine weiBe Substanz iiber. Sie wurde in Benzol/Petroliither 
Verhiiltnis 1:1) gelést und die Lésung an eine Siiule von aktivem Aluminium- 
‘syd adsorbiert. Im oberen Teil der Siule bildeten sich mehrere gelbliche 
Zonen, aus denen aber nichts isoliert werden konnte. Die Hauptsubstanz 
‘et farblos durch die Séiule durch. Es wurden jeweils die Fraktionen auf- 
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gearbeitet, die unter der Quarzlampe am stiirksten fluoreszierten. Jj. 
Lésungen wurden stark eingeengt und in der Hitze vorsichtig mit Methang| 
angespritzt. Nach dem Erkalten krystallisierte der Stoff in weien Rosette, 
vom Schmelzp. 170° aus. Die Ausbeute betrug 0,7 g. 


1,493 mg Subst.: 4,79 mg CO,, 1,23 mg H,O. — 3,00 mg Subs. 
0,091 cem Ny, (21°, 758 mm). 
CooHes N Ber. C 87,22 H927 N 3,51 
Gef. ,, 87,54 ,, 9,22 ,, 8,51. 


Selendehydrierung der Verbindung C,,H,,N (XV) bei 340° 
20 g der Verbindung XV wurden mit 25 g Selen 16 Stunden auf 320° und 
30 Stunden auf 340° erhitzt. Das Produkt wurde mit Benzol extrahiert, 
nach Abdampfen des Lésungsmittels von noch anhaftendem Selen durch 
Sublimation im Hochvakuum bei 160—170° befreit. Bei 180—200° sublimierte 
eine gelbe Substanz iiber, die einer nochmaligen Sublimation unterworfen 
darauf wurde die Benzollésung dieser Substanz noch an Aluminium. 
oxyd adsorbiert. Beim Entwickeln des Chromatogramms bildeten sich 
mehrere Zonen. Die obersten Ringe waren schmutzig braun; es konnten 
daraus keine krystallisierten Stoffe isoliert werden. Im mittleren Teile der 
Siule war die gelbe Substanz adsorbiert worden. Sie wurde mit einer 
Lisung von Benzol mit 1°/, Methanol herausgelést. Nach Einengung der 
Lésung schieden sich sofort gelbe Krystalle ab, die den Schmelzp. 303° 
zeigten. Ausbeute: 0,8 g 

4,237 mg Subst.: 13,925 mg CO,, 2,63 mg H,O. — 3,707 mg Subst.: 
0,117 eem N, (27°, 752 mm). 

C,,H_,N . Ber. C 89,20 H 7,16 7 

Gef. ,, 89,66 ,, 6,90 ,, 3,55. 

Selendehydrierung der Verbindung C,,H,,N (XV) bei 360°. 
Die Verbindung XV wurde unter den gleichen Bedingungen bei 360' 


dehydriert wie die Verbindung C,,H,,N (XI bzw. XI). Die Aufarbeitung 
geschah in der gleichen Weise. Es konnte ebenfalls Methyl-cholanthren 


isoliert werden. 


wurde; 


Herrn Prof. Windaus bin ich fiir die Leitung und Unterstiitzung 
der Versuche zu groBem Dank verpflichtet. 

Herrn Prof. Bauer-Breslau und Herrn Prof. Domagk- Elberfeld 
méchte ich fiir die Durchfiihrung der physiologischen Priifungen danken. 
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Uber Bacteriochlorophyll a. 
(Vorliufige Mitteilung.) 
Von 


Hans Fischer und Robert Lambrecht. 


(Aus dem Organisch-chemischen Institut der Technischen Hochschule Miinchen.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 9. September 1937.) 


Durch unsere Untersuchungen ist die Konstitution des 
Bacteriochlorophyll weitgehend aufgeklart’?). Unsicher war der 
Wasserstoffgehalt sowie der grofe spektroskopische Unterschied 
wischen Phaophorbid und Bacterio-phiophorbid. Auffallend war, 
wie schon mitgeteilt), die optische Inaktivitat des letzteren, wihrend 
bei Chlorophyllase-Abbau von Bacterio-phiophytin a ein optisch 
aktives Nebenprodukt (2-Acetyl-phaophorbid a) isoliert war’). 


Neue Analysen hatten folgendes Ergebnis: 
|. Bacterio-Methyl-phiophorbid a: C,,H,,N,O; (624,35). 


Ber. C 69,19 H 6,45 2 OCH, 9,93 

Gef. ,, 69,14 » 6,35 » 9,95. 
2. Bacterio-chlorin-triester: C,,H,,N,O, (656,38). 

Ber. C 67,64 H 6,76 3 OCH, 14,18 

Gef. ,, 67,67 y 6,83 » 14,00. 
3. Bacterio-purpurin-8-triester: C,,H,N,O, (670,37). 

Ber. C 66,24 H 6,32 3 OCH, 13,88 

Gef. ,, 66,06, 65,84 ,, 6,62, 6,16 » 18,90. 


Alle Analysenresultate sind nur mit obiger, um 2 Wasserstoff- 
atome reicheren Formulierung vereinbar. 

Im Einklang damit l4B8t sich Bacterio-Methyl-phaophorbid a 
wit Schwefels’ure—Sauerstoff zu 2-Acetyl-phiophorbida dehydrieren. 
Nach Veresterung mit Diazomethan resultiert daraus 2-Acetyl- 
Methyl-phiophorbid a folgender Formulierung: 


'. H. Fischer, J. Riedmair u. J. Hasenkamp, Liebigs Ann. 508, 
236 (1934). 

*) H. Fischer u. J. Hasenkamp, Liebigs Ann. 516, 148ff. (1934). 

*) H. Fischer u. R. Lambrecht, Liebigs Ann. 523, 249 (1936). 
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Dieser Koérper ist in Mischschmelzpunkt, Spektrum, Basizitit, 
Lésungsfarbe und Krystallform identisch mit dem Nebenprodukt 
(,,b-Komponente“)*), das bei der Umesterung von Bacterio-phio- 
phytin a mit methylalkoholischer Salzsiure aus den Mutterlaugen 
isoliert wurde. E.Schneider®) bezeichnet dieses sekundare Kunst. 
produkt als ,a-Komponente“. Ebenso gelingt es, mittels Schwetel. 
siure-Sauerstoff aus Bacterio-chlorin-triester den 2-Acetyl-chlorin- 
triester darzustellen. 

Die bei der Dehydrierung resultierenden Kérper der Acetyl- 
reihe sind optisch aktiv und haben folgendes Analysenergebuis: 


1. 2-Acetyl-methyl-phiophorbid a: C,,H,,N,O, (622,33). 


Ber. C 69,41 H 6,15 2 OCH, 9,97 

Gef. ,, 70,09 » 6,38 » ae. 
2. 2-Acetyl-chlorin-triester: C,,H,.N,O, (654,37). 

Ber. C 67,80 H 6,42 3 OCH, 14,20 

Gef. ,, 67,46 » 6,47 » 14,06. 


Das Enzym Chlorophyllase ist hoch spezifisch, das heibt es 
greift nur die Kérper vom Chlorophylltyp an‘). Versuche mit 
Blutfarbstoff-derivaten verliefen negativ. Positiv dagegen verlauten 
Umsetzungen mit Kérpern der Bacterio-chlorophyll a-Reihe sowie 
der Acetyl-chlorophyll a-Reihe. Wiren diese Kérper in ihrer 
Struktur wesentlich verschieden vom Chlorophyll (abgesehen vou 
den iiberzihligen Wasserstoffatomen), so wiirde die Chlorophyllase 
nicht angreifen. 

Wir erblicken in dieser Ubereinstimmung eine Bestiitiguag 
der Auffassung der nahen Verwandtschaft des Bacterio-phiophor- 
bid a mit Chlorophyll. 


4) Fischer-Hasenkamp, Liebigs Ann. 515, 150 und 156 (1935). 
5) Diese Z. 226, 243 ff. (1934). 
6) Vel. auch H. Fischer u. W. Schmidt, Liebigs Ann. 519, 247 (1999) 
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Uber Bacteriochlorophy]l a. iil 


Bei der quantitativen Dehydrierung’) des Bacterio-Methyl- 
phiophorbid a bzw. Bacterio-chlorin-triester in der Warburg- 
Barcroft-Apparatur mittels Kupferacetat—Hisessig werden 0,61 
bzw. 0,52 Mol. Sauerstoff verbraucht statt 0,5 Mol, ohne daB 
Porphyrin isolierbar ist. 

Auf Grund dieser Ergebnisse schlagen wir fiir Bacterio- 
chlorophyll a folgende Formel vor, in der lediglich die Stellung 
der beiden iiberzihligen Wasserstoffatome noch nicht restlos be- 
wiesen ist: 
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Zur Wahl stehen die Kerne [ und IV. Fiir Kern I kann 
die optische Inaktivitit der nativen Bacteriokérper herangezogen 
werden. Man kénnte sich vorstellen, daB durch Hydrierung der 
Kerne I und II in Gegeniiberstellung eine _,,intramolekulare 
Kompensation“ bedingt ist, jedoch ist zu beriicksichtigen, daB 
angesichts der starken Farbe der Bacteriokérper eine schwache 
Drehung nicht feststellbar ist. Bei Annahme der beiden iiber- 
zihligen Wasserstoffatome in Kern IV wiirde eine Unterbrechung 
der Konjugation der Doppelbindungen im Porphinsystem er- 
folgen, die die starke spektroskopische Differenz zwischen 
Bacterio-phorbid a und den einschligigen Chlorophyliderivaten 
gut erkliren wirde. Auf Grund der bisherigen Erfahrungen 
sollte die Ausbeute an Himatinsiure bei der Oxydation die Ent- 
scheidung bringen kénnen; bei Hydrierung von Kern IV diirfte 
keine Himatinsaure auftreten. 

Die ausfiihrliche Verdéffentlichung erfolgt demnichst. 


‘) H. Fischer u. K. Herrle, Liebigs Ann. 527, 138 ff. (1937). 
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Uber Wirkungen eines Extraktes 
aus dem braunen Fettgewebe des winterschlafenden Igels. 


(Vorliufige Mitteilung.) 


Von 


C. F. Wendt. 


(Aus dem Kaiser-Wilhelm-Institut fiir medizin. Forschung, 
und dem Institut fiir Pathologie und der Ludolf-Krehl-Klinik, Heidelberg.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 14. September 1937.) 


Die Vermutung, daB die herabgesetzte Lebenstiatigkeit des 
winterschlafenden Tieres mit dem Vorhandensein eines fiir Winter- 
schlafer charakteristischen braunen Fettkérpers in Zusammenhang 
zu bringen sei’), gab Veranlassung, dieses Gewebe auf seine Wirk- 
samkeit zu untersuchen. 

Aus dem braunen Fettgewebe winterschlafender Igel wurde 
ein Extrakt gewonnen und normalen weifen Ratten (7 Tiere) 
teils subcutan, teils intraperitoneal injiziert. Nach anfinglicher 
starker Unruhe wurden die Tiere innerhalb 2—3 Stunden aut- 
fallend teilnahmslos und apathisch. Nach intraperitonealer Injek- 
tion trat der Effekt entsprechend friiher ein. Die mit dem Zeiss- 
schen Laboratoriumsinterferometer durchgefiihrten Stoffwechsel- 
untersuchungen ergaben Grundumsatz-senkungen von 20 bis 
30°/,. Durch Kontrollinjektion mit sterilem Olivenédl lieB sich 
der Grundumsatz nicht beeinfiussen. 

Am Kaninchen lieB sich nach intraperitonealer Injektion 
eine Blutdruck-senkung von 28°/, erzielen. Die Wirkung war 
in 2 Stunden wieder ausgeglichen. Wihrend des Effektes sank 
die Pulsfrequenz um 20°/,. Auch hier konnte man eine starke 
nachhaltige Allgemeinwirkung beobachten. 

DaB die Wirkungen nicht durch den Extrakt als Ganzes, 
sondern durch darin enthaltene wirksame Stoffe erzeugt werden. 
sollen weitere Untersuchungen zeigen. 


Fiir die Ausfihrung der Blutdruckmessung am Kaninchen 
sage ich dem Physiologischen Institut Heidelberg (Dir. 
Prof. Achelis) meinen verbindlichsten Dank. 


) Friedmann u. Feinschmidt, Charkow. Erg. d. Biol., Bd. 8, 1982: 
Morgulis, Hunger u. Erniihrung, 8. 15, Springer, Berlin 1923. 
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